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RESUMEN 
 
 
Las poblaciones nativas de cacao Theobroma cacao, L., son valoradas en mercados 
internacionales por sus características organolépticas propias de los cacaos de alta 
calidad. Sin embargo, esta calidad está amenazada por híbridos más productivos 
provenientes de material genético foráneo que gradualmente han ido reemplazando 
las poblaciones nativas. La diversidad y estructura genética de 165 materiales de 
cacao provenientes de la región de Tumaco y los bancos de germoplasma de 
Corpoica y Fedecacao fue evaluada mediante el análisis de doce loci ubicados por 
marcadores microsatélites. Los datos se procesaron mediante los programas: 
Arlequín ver. 3.5 y TFPGA ver. 1.3. Los marcadores fueron altamente discriminantes, 
informativos y representativos para la especie. Los promedios de heterocigosidad 
esperada (He) y observada (Ho) fueron 0.73 y 0.72, respectivamente, indicando alta 
variabilidad genética y alta tasa de heterocigotos en las tres poblaciones analizadas. 
El valor del índice de fijación FST= 0.0355 señala mínimos niveles de diferenciación 
genética entre las poblaciones y el promedio Nm = 6.80 indica que existe un elevado 
intercambio de genes. El análisis del clúster jerárquico utilizando agrupamiento 
UPGMA permitió confirmar la similitud genética existente entre las poblaciones. 
 
 
Palabras clave: diversidad genética, marcadores moleculares, germoplasma, 
Tumaco, Fedecacao. 
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ABSTRACT 
 
 
Cocoa Theobroma cacao L. native populations are valued in international markets 
because their organoleptic characteristics typical of the high quality cocoas. Never 
the less, this quality is threatened by more productive hybrids, coming from foreign 
genetic material which has been replacing gradually the native populations. The 
genetic diversity and structure of 165 cocoa lines from Tumaco region and the 
germplasm banks of the Corpoica and Fedecacao institutions, was assessed 
through twelve loci analysis located by microsatellites markers. Resulting data 
were processed by the Arlequin ver. 3.5 and TFPGA ver. 1.3 software. Markers 
were highly discriminating, informative and representative for the species. The 
average of expected (He) and observed (Ho) heterozygosity were 0.73 and 0.72 
respectively, indicating high genetic variability and high rate of heterocygotes in the 
analyzed populations. The fixation index value FST= 0.0355 indicates minimum 
levels of genetic differentiation among the populations, and the average Nm= 6.80 
indicates a highly exchange of genes existence. The hierarchical cluster analysis 
using UPGMA grouping allowed confirming the existing genetic similarity among 
populations. 
 
Key words: genetic diversity, molecular markers, germplasm, Tumaco, 
Fedecacao. 
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INTRODUCCIÓN 
 
 
Cerca de la mitad del incremento total en la producción de los cultivos logrados 
durante los últimos 50 años se debe al mejoramiento genético siendo la otra mitad, 
resultado del avance en las técnicas de cultivo (Suslow et al., 2002). Por 
consiguiente, la caracterización de la biodiversidad de los recursos fitogenéticos 
está considerada entre las líneas de investigación estratégicas a nivel mundial, 
debido a que se perfila como la estrategia fundamental para la solución de los 
problemas actuales de los cultivos a través del mejoramiento genético asistido por 
marcadores moleculares, la adaptación a los cambios climáticos y el desarrollo de 
nuevas alternativas de producción (Virk et al 1995). 
 
 
El género Theobroma comprende 22 especies, de estas, Theobroma cacao se ha 
convertido en el cultivo de mayor importancia comercial a nivel mundial (Schnell et 
al., 2005); otras que también se comercializan pero solo a nivel local son T. 
bicolor, T. grandiflorum Schum. (cupuazú o copuazú) y T. angustifolium (cacao de 
montaña o de mono) (Cervantes et al., 2006). Además de la relevancia industrial, 
el cacao es esencial desde la perspectiva social, pues su cultivo está vinculado, 
por sus requerimientos edafoclimáticos, a países, básicamente en desarrollo 
localizados en la franja ecuatorial de América, Asia y África; y de él que dependen 
una gran cantidad de agricultores (Efombagn et al., 2007). 
 
 
La importancia del cacao radica en sus frutos de los cuales se extraen de 30 a 50 
semillas (almendras) por mazorca. Estas son utilizadas ampliamente en las 
industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética; quienes demandan manteca de 
cacao (grasas) y torta de cacao o cocoa (obtenido al extraer las grasas) o bien 
licor de cacao (pasta de cacao) para la elaboración de chocolates. Esta industria 
genera divisas por unos 73.000 millones de dólares (Ploetz, 2007) y de ella 
dependen unos 60.000 empleos en todo el mundo (Lanaud et al., 2009). 
 
 
Con una producción esperada de 2.786 millones de toneladas en la cosecha 
2011/2012 (que concluyó a finales de septiembre), de un total de 3,962 millones. 
Según cifras de la Organización Internacional del Cacao, África concentra el 0,3% 
de la producción mundial de esta materia prima. Las otras regiones productoras 
son América Latina (15,4%) y Asia-Oceanía (14,3%). Costa de Marfil, el número 
uno a nivel mundial, es fuente del 35,6% del cacao en grano con una producción 
de 1,41 millones de toneladas en 2011/2012, por delante de Ghana (21,7%) e 
Indonesia (12,1%). Mientras que en América Latina, Brasil (5,2%) ocupa el quinto 
lugar y Ecuador (4,8%) el séptimo (ICCO, 2011/2012). 
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En Colombia la producción anual de cacao en grano se obtiene de la explotación 
de unas 90.000 ha sembradas en 24.500 fincas. El rendimiento promedio/ha 
cosechada se estima en 450 kg de cacao en grano. Las causas del bajo 
rendimiento/ha obtenido actualmente se relacionan con cuatro aspectos: a) 
avanzada edad de las plantaciones sembradas; b) tipo de material de propagación 
utilizado (cacaos híbridos y comunes con bajos niveles de tolerancia a plagas y 
enfermedades); c) baja densidad de árboles en producción por hectárea y d) 
dificultades para que el agricultor pueda poner en práctica las recomendaciones 
de manejo integral del cultivo (FEDECACAO, 2013). 
 
 
Bajo este panorama es manifiesto el interés por parte del Fondo Nacional del 
Cacao y los demás integrantes de la cadena cacao-chocolate, de fortalecer la 
estructura y los mecanismos de investigación acorde con las necesidades de los 
usuarios y de los mercados, para lo cual se requiere continuar con la investigación 
de materiales promisorios de cacao en las principales zonas cacaoteras del país. 
Igualmente, la evaluación, selección y propagación asexual de clones regionales 
de cacao de alto rendimiento, tolerantes a plagas y enfermedades, se constituye a 
corto y mediano plazo en una alternativa que permitirá incrementar la 
productividad de la finca cacaotera, tanto a nivel de unidad como de la cosecha 
nacional (FEDECACAO, 2013). 
 
 
Por su parte, los mejoradores de cultivos se ven en la necesidad de manejar 
eficazmente sus poblaciones con el fin de conservar una variación genética 
adecuada, que permita alcanzar mejoras en los cultivos mediante selección. Así 
mismo, los estudios de diversidad genética se están convirtiendo en una de las 
labores primordiales de los programas de fitomejoramiento a nivel nacional e 
internacional. De esta manera, para que los recursos fitogenéticos puedan ser 
aprovechados, se requiere que el material conservado y/o cultivado se encuentre 
debidamente caracterizado, sin embargo, existe una considerable brecha entre el 
número de materiales conservados y de los que tienen datos de caracterización 
(Hernández y Esquivel, 2004). 
 
 
Los estudios de la diversidad genética de cacao en Colombia, utilizando 
marcadores moleculares son escasos, solo se registran tres trabajos de la especie 
en el país; Sánchez et al (2007), realizaron el primer estudio de caracterización 
molecular de 100 accesiones del Banco de Germoplasma de cacao ubicado en la 
Estación Experimental La Suiza, CORPOICA - Regional Santander, utilizando 
doce marcadores microsatélites, Palacio (2007) realizó una caracterización de 
Theobroma cacao L., con los cebadores AFLP; E-AGC-NED/M-CAA, en la que 
obtuvo un total de 250 marcadores que fueron evaluados en 13 clones de interés 
comercial provenientes de una zona cafetera marginal de Colombia. Murillo et al 
(2011) adelantaron un estudio preliminar de la diversidad genética de 12 clones de 
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Theobroma cacao L. de importancia económica, mediante el uso de marcadores 
moleculares microsatélites (SSRs). Por lo anterior, se hace evidente y necesario 
fortalecer este tipo de investigaciones y que además, se articulen a otras áreas 
como: mejoramiento genético, conservación, control biológico, para así apuntar al 
desarrollo de programas de fitomejoramiento integrales para el cultivo de cacao en 
Colombia.  
 
 
Este trabajo tiene como objetivo estudiar la diversidad genética de Theobroma 
cacao L., en tres poblaciones provenientes de Tumaco (Nariño), CORPOICA 
(Centro de Investigación, Palmira, Valle del Cauca) y Granja Experimental Tierra 
Dura (FEDECACAO, Miranda, Cauca) usando marcadores moleculares 
microsatélites, con el propósito de utilizar los resultados en el futuro desarrollo de 
estrategias de conservación, selección de materiales superiores y programas de 
mejoramiento genético. 
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1. MARCO TEÓRICO 
 
 
1.1 CULTIVO DE CACAO 
 
 
La palabra Theobroma deriva del griego (theo = Dios y broma = alimento) que 
significa alimento de los dioses (Pérez, 2009). Cuando llegaron los primeros 
colonizadores a América, el cacao era cultivado por los indígenas, principalmente 
por los aztecas y mayas en Centroamérica. Según los historiadores, este árbol, 
denominado por los indígenas cacahualt, se consideraba sagrado. En México, los 
aztecas creían que el cacao era de origen divino, donde el profeta Quatzalcault fue 
quien enseño a la gente a cultivarlo tanto como alimento como para embellecer los 
jardines de la ciudad de Talzitapec (Jaimes y Aránzazu, 2010). 
 
 
En el siglo XVI, en la era poscolombina, el cacao se dispersó a otros continentes, 
cuando Hernando Cortés reportó el hallazgo de una bebida amarga usada por los 
aztecas y envío las semillas y recetas a Europa (Bhattacharjee y Kumar, 2007). 
Durante el siglo XIX, las recetas originales se refinaron, y se desarrollaron las 
tecnologías que facilitaron el tostado y molienda de los granos de cacao, con lo 
cual se originó el desarrollo de la industria del chocolate y se popularizó su 
consumo en el mundo (Jaimes y Aránzazu, 2010). 
 
 
El cultivo de Theobroma cacao en otros continentes se inició durante la era 
colonial entre los siglos XVIII y XIX, y en 1900, el 80% de la producción se daba 
en el continente americano. Ya en el siglo XXI, América se convierte en el 
continente con la menor producción, contrastando con el continente africano, 
donde se encuentra 78% de la producción mundial (Ploetz, 2007). En la 
actualidad, el cacao es cultivado en la franja geográfica tropical húmeda ubicada 
desde los 18° N hasta los 20° S de la línea ecuatorial (De Almeida y Valle, 2008). 
 
 
1.1.1 Centro de origen del cacao. Cheesman (1944) señala que tomando en 
consideración los rangos de variabilidad encontrados por Pound (1938) en sus 
expediciones de colecta por el bajo amazonas, estos indican con mayor precisión 
que el fenómeno de diferenciación sucedió en los valles formados por los ríos 
Napo, Putumayo y Caquetá, afluentes del Amazonas, cerca de las fronteras 
orientales entre Ecuador y Colombia, y algunos afluentes del Orinoco tales como 
el Guaviare e Inírida, donde según Pound (1938) se desarrolló un tipo 
enteramente silvestre, llamado “Criollo de la montagne”, conformado por frutos de 
formas extremadamente variables y con cierto grado de pigmentación. 
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Por su parte, Cuatrecasas citado por Quiroz (2002) confirma la teoría de que el 
centro de origen del cacao se sitúa en la cuenca del Amazonas, y además 
propone la existencia de subespecies que corresponden a los Criollos y 
Forasteros; siendo la primera subespecie originaria de América Central y la 
segunda del bajo Amazonas, evolucionando independientemente. 
 
 
Finalmente, a partir de estudios con ayuda de diferentes tipos de marcadores, 
Laurent y colaboradores, citados por Quiroz (2002) proponen un esquema de 
diferenciación de poblaciones de cacao de acuerdo con la hipótesis de 
Cuatrecasas, donde los Forasteros serian dispersados a partir del alto amazonas 
dando lugar al Forastero; mientras que, el criollo evolucionaría 
independientemente del otro lado de la cordillera andina (Agama, 2005). 
 
 
1.1.2 Grupos genéticos del cacao Theobroma cacao L. Tres principales grupos 
genéticos de cacao han sido descritos y cultivados tradicionalmente alrededor del 
mundo: Criollo, Forastero y Trinitario. El grupo de los Criollos fue originalmente 
cultivado por los mayas en América Central y representa el primer grupo de cacao 
domesticado del mundo. El grupo de los Forasteros incluye distintas poblaciones 
localizadas a lo largo de la Región Amazónica desde Colombia hasta Guyanas. 
Las almendras de cacao de calidad, provienen del grupo Criollo que, a diferencia 
del cultivar Forastero y del Trinitario (obtenido por la recombinación de los dos 
primeros), fue domesticado y empleado como materia prima en la alimentación de 
los pueblos precolombinos de Centroamérica hace unos 3.800 años (Powis et al., 
2011).  
 
 
El grupo Forastero cuenta con dos subgrupos bien definidos: Forasteros del Alto 
Amazonas (provenientes de la parte alta de la cuenca Amazónica, ríos Caquetá, 
Napo y Putumayo, con frutos de diversas formas y tamaños, y almendras de color 
violeta) y Forasteros del bajo Amazonas (frutos de forma amelonada, corta de 
color verde y amarillo cuando alcanzan su madurez, superficie lisa, de corteza 
gruesa y difícil de cortar). Este tipo de cacao forma un grupo complejo tanto en sus 
formas silvestres como cultivadas. Dada su alta productividad domina la 
producción mundial, ocupan cerca del 95% del total cultivado, en países del Oeste 
de África, Brasil y Ecuador, y del cual se obtiene igual porcentaje del chocolate 
que se comercializa (Efombagn et al., 2009). Del grupo genético Forastero, se 
obtiene el cacao a granel o “básico” y contribuyó como parental en la generación 
de los Trinitarios hace unos 250 años (Motamayor et al., 2008). 
 
 
El grupo genético Criollo, clasificado como subespecie cacao, y del cual se obtiene 
el cacao “fino” contribuye a la producción mundial con el 5% (Afoakwa et al., 
2008); aunque su consumo aún está revalorándose, se encuentra en expansión y 
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es mucho más exigente respecto a la calidad de la materia prima y de los 
productos derivados de ésta. Este mercado gourmet paga sobreprecios por 
almendras obtenidas del genotipo Criollo y destina el grano a la elaboración de 
chocolates “finos” altamente cotizados en Estados Unidos y Europa. Esta 
situación, sumada a otras características de mercadeo, que premia los productos 
con denominación de origen y simplifica los requerimientos de comercio, estimula 
la conservación, cultivo y comercialización de razas o genotipos de calidad 
“superior” (Vázquez et al., 2012).  
 
 
Se ha reportado, que los individuos Criollos “nativos” o “antiguos” estarían 
asociados con menor rendimiento agronómico, al poseer mazorcas de menor 
tamaño y menos número de almendras por fruto, además de una marcada 
susceptibilidad a Moniliophtora roreri y Phytophtora palmivora (Motamayor et al, 
2002). La moniliasis, causada por M. roreri, ha provocado el abandono del cultivo 
de cacao, o la reducción, tanto del área cultivada como de la producción de grano 
(cerca del 50% en los últimos seis años). De no atenderse esta situación y 
establecer programas serios de rescate de genotipos de interés (pero no solo 
desde la perspectiva del rendimiento), se vislumbra un horizonte poco alentador, 
ya que los cacaocultores optan por cambiar el sistema a otro que demande 
menores esfuerzos y mayores rendimientos, siendo muchas veces la elección 
poco acertada (Phillips et al., 2006). Los cacaotales, además del beneficio social y 
económico que representan, contribuyen como la parte soporte de nichos 
ecológicos para una gran diversidad de especies vegetales y animales, 
encontrando desde especies maderables, florales y animales como mamíferos, 
aves y ardillas (Vázquez et al., 2012). 
 
 
El grupo de los Trinitarios está constituido por poblaciones híbridas desarrolladas 
a partir de cruces naturales entre Criollo y Forastero (Powis et al., 2011). Algunos 
son poblaciones segregantes que se originaron por hibridación natural entre 
Forastero (amelonado) del Bajo Amazonas y Criollos. En el comercio es conocido 
como “Cacao fino de aroma” y su sabor puede deberse en parte a su herencia 
criolla; a este grupo pertenecen todos los materiales Imperial College Selection 
[ICS] que se conocen en el mundo (ICS 1, 6, 39, etc). Esta hibridación natural 
generó diferentes formas en los frutos conocidas actualmente como Amelonado, 
Cundeamor, Angoleta y Calabacillo (Aránzazu et al., 2009). 
 
 
Pese a que los individuos de cacao presentan un sistema de entrecruzamiento 
preferentemente alógamo, se ha documentado una clara distinción entre sistemas 
de auto-incompatibilidad de los genotipos Forasteros y de autocompatibilidad de 
los Criollos. Sin embargo, existen reportes de segregación hacia los dos sistemas 
de polinización por parte de los dos genotipos (Vázquez et al., 2012). Hoy día y 
dada la fuerte recombinación de parentales por parte de algunos programas y 
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cacaocultores, buscando aumentar el vigor híbrido (heterosis) como la principal 
responsable de mejoramiento, se pueden hallar plantaciones de cacao con 
individuos que responden a ambos sistemas de entrecruzamiento, así lo han 
demostrado Efombagn et al (2009) en la recombinación abierta de poblaciones 
cultivadas y de invernadero en Camerún donde han encontrado que hasta el 
28.3% de descendencia proveniente de polinización no controlada. Los individuos 
que descienden de estos sistemas de entrecruzamiento, son un importante 
reservorio de genes que potencialmente pueden exhibir las características de sus 
parentales, siendo la calidad sensorial una de las más importantes (aroma, sabor y 
textura principalmente), además, hay mejora de las características agronómicas 
de rendimiento y tolerancia a enfermedades, tal como ocurre en las variedades 
Trinitario (Johnson et al., 2009). 
 
 
1.1.3 Antecedentes del mejoramiento en cacao Theobroma cacao L. En cacao 
como se ha podido se ha podido identificar a partir de las diversas expediciones 
de colecta, la variabilidad está dispersa en una amplia región de Latinoamérica y 
ocurre en poblaciones discretas, las mismas que constituyeron los primeros 
recursos para el cultivo, sin perder su condición de nativas; de tal manera que 
variedades distintas fueron asociadas con regiones particulares (Bartley, 1994). 
 
 
Según Paulin y colaboradores (1996) los programas de mejoramiento en cacao, se 
basan a menudo en la creación de híbridos entre clones de origen geográfico 
diferentes, con la selección de las mejores combinaciones mediante el valor 
promedio de sus descendientes. Sin embargo, este método que explora la 
variabilidad natural del cacao, tiene sus límites: primero, no garantiza el avance 
genético continuo y segundo, no permite explorar a menudo la importante 
variabilidad intra hibrido, que se deriva de la alta concentración de heterocigosis 
de los padres (Agama, 2005). 
 
 
La selección a partir de descendencias hibridas según Lanaud y colaboradores 
(1995) citados por Quiroz (2002), es ampliamente utilizada. Se fundamenta en la 
creación de descendientes F1 o híbridos de clones que son utilizados como 
progenitores de semillas hibridas permitiendo obtener una fuerte heterosis para el 
rendimiento, vigor y precocidad. El ciclo de selección toma algunos años e incluye 
la selección de diferentes individuos dentro de una colección con características 
deseables (producción, resistencia a plagas y enfermedades y calidad) (Agama, 
2005).  
 
 
Posteriormente, se realiza la evaluación de las mejores descendencias respecto a 
los padres que son multiplicados vegetativamente para ser establecidos en el 
campo de producción de semillas. Finalmente, por medio de la polinización natural 
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o artificial se obtienen semillas con buen valor en sus descendencias y 
posteriormente se distribuyen híbridos seleccionados a los productores (Quiroz, 
2002). 
 
 
Sin embargo, el mejoramiento por selección genealógica, presenta algunos 
problemas. Los descendientes son muy heterogéneos, probablemente debido al 
grado de heterocigosidad de los padres. Trabajos realizados por Lanaud y 
colaboradores (1995) con ciertos híbridos provenientes de clones que fueron 
seleccionados, indican que el 80% de la producción se basó en la colecta de 
solamente el 30% de los árboles. Esto posiblemente se debió al uso de 
progenitores maternos autoincompatibles, permitiendo mayor obtención de frutos 
producto de cruzamientos y no de autofecundación, pues los insectos 
generalmente mezclan el polen del mismo árbol, este inconveniente disminuye la 
ventaja que produce el aporte de la heterosis (Agama, 2005). 
 
 
A comienzos de la década de los años 20’s, se inició la investigación sistemática 
del cacao en Trinidad; siendo los ingleses quienes iniciaron los trabajos de 
selección de árboles, teniendo claro el tipo de planta deseado con características 
específicas que no siempre se las encontraba en un solo árbol. En 1932 Van Hall 
aplico conceptos de selección individual en Java, para lo cual fue necesario 
sembrar los clones colectados en parcelas de observación y de evaluación. 
Posteriormente incluyó la evaluación de progenies por polinización de clones 
seleccionados en orden a determinar si sería preferible usar progenies por semilla 
o los mismos clones, cuestión que aun hoy está sin resolver pero que preocupa a 
investigadores especialmente por el costo (Rondón, 2000). 
 
 
La selección clonal fue practica de amplia utilización en los años 40 y 70; y 
consistió en propagar vegetativamente individuos superiores seleccionados a 
partir de descendencias hibridas. Este método, permite aumentar los rendimientos 
y homogeneidad de las plantaciones; sin embargo, presenta algunas limitantes, 
dependiendo de la técnica de propagación utilizada: ya sea injertos o estacas 
(Bowman, 1949). 
 
 
Cabe destacar que los programas de mejoramiento contaron desde un comienzo 
con recursos genéticos a partir de las poblaciones básicas del Theobroma cacao 
L., cuyas características se presentan en el cuadro 1. 
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Cuadro 1. Poblaciones genéticas de cacao y sus características típicas 
 
Theobroma 
cacao 
Color cotiledón Mesocarpio Óvulos/ovario 
Criollo Blanco - Marfil Delgado suave 20 - 40 
Forastero Violeta Firme y fuerte 30 - 60 
Fuente: Rondón, 2000 
 
 
Estas poblaciones dieron origen a la población conocida como Trinitario y cuyas 
características la ubican como intermedia a las dos anteriores; entre estas 
poblaciones se encuentran los diferentes grados de variabilidad que se presentan 
en materiales comerciales. La población criolla da origen a los cacaos finos con 
mayor contenido de grasa y más aromatizado que la población forastero, además 
el promedio de peso por semilla puede ser el doble de la semilla del forastero; 
estas características en general lo han ubicado al criollo como el material que en 
condiciones de producción comercial, le ofrece las mejores condiciones de 
comercialización, recibiendo primas importante por su "Calidad" (Rondón, 2000). 
 
 
Con la ampliación de las áreas sembradas en Latinoamérica, se presentaron y 
dispersaron las enfermedades, lo que produjo un profundo efecto en el 
establecimiento de programas de mejoramiento por resistencia como otro objetivo, 
especialmente en Ecuador por Escoba de bruja. La atención puesta a la 
resistencia de enfermedades produjo algunos beneficios, especialmente respecto 
a la conciencia en la importancia del germoplasma de las especies y los avances 
considerables respecto a los materiales disponibles (Rondón, 2000). 
 
 
Tiempo después de llegar la Escoba de bruja al país, se inició igualmente el 
programa de mejoramiento por resistencia, para lo cual se acogió la 
recomendación del programa de Trinidad, según el cual las nuevas poblaciones a 
establecer en zonas afectadas por la enfermedad, deberían contener hasta un 
66% de la población de cruzamientos provenientes de SCA 6, SCA 12 e IMC 67, 
clones de la colección realizada por Pound al Perú e identificados en Trinidad 
como resistentes a la enfermedad (Rondón, 2000).  
 
 
Dichos híbridos, obtenidos con cruzamientos con materiales ICS, dieron como 
resultado poblaciones tolerantes hasta cierta edad, máximo tres años, para luego 
convertirse en materiales susceptibles con el agravante de producir un grano de 
muy mala calidad por su tamaño y rendimiento en grasa (Rondón, 2000). Esta 
observación es un indicio que los programas de mejoramiento, adolecieron de 
verdaderos elementos básicos de caracterización de los clones, del proceso de 
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infección de la enfermedad y de la interacción patógeno hospedero, sin olvidar los 
componentes de calidad y rendimiento del grano. Pero además, la experiencia 
ganada sobre el comportamiento del material híbrido basado en SCA al nivel de 
finca, mostró lo peligroso de cultivar un solo material, especialmente cuando la 
evaluación ha sido inadecuada. Esto conduciría a adoptar una política en cuanto a 
eliminar la distribución de estos materiales en materiales de siembra comerciales y 
a distribuir mezclas de híbridos más adecuados (Rondón, 2000). 
 
 
Materiales introducidos y regionales cultivados en Colombia. Los primeros 
cultivos de cacao se iniciaron con materiales Criollos provenientes de 
Centroamérica, más tarde con el ingreso de materiales Forastero se obtuvo el 
cacao tipo Trinitario. Desde 1933 hasta 1935, Pound seleccionó varios materiales 
que hoy se conocen como Imperial College Selection – ICS. Los materiales ICS 
son reconocidos por su sabor Trinitario, descrito como un cacao que posee 
atributos frutales, florales y con sabores secundarios agradables tales como 
melaza, caramelo y pasas; estos materiales fueron ampliamente distribuidos, 
formando la base de la población de cacao Trinitario existente en la actualidad 
(Johnson et al, 2009). 
 
 
Los más conocidos y sobresalientes materiales trinitarios en Colombia Son ICS 1, 
ICS 6, ICS 39, ICS 60 e ICS 95, utilizados como base para obtener híbridos y 
actualmente clones (FNC y UIS, 2013). 
 
 
El ministerio de Agricultura de Trinidad con la llegada de la escoba de Bruja en 
1949, lanzó el programa de mejoramiento: Selección de Híbridos Trinitarios (TSH), 
mediante el cual se cruzaron materiales ICS con SCA 6, SCA 12 e IMC 67, 
resistentes a esta enfermedad; de estos se seleccionaron 166 ejemplares (F1), 
algunos de los cruces SCA 6 x ICS 1, IMC 67 x SCA 6 y Parinari, dando como 
resultado los materiales hoy conocidos como TSH (Barros, 1981). En la 
actualidad, se ha demostrado que los materiales TSH producen el distintivo sabor 
Trinitario, clasificado como fino y de aroma por la industria chocolatera (Johnson et 
al, 2009). 
 
 
Los primeros esfuerzos por seleccionar materiales promisorios para incrementar la 
producción y fomentar la propagación vegetativa (clones), se realizaron entre 1943 
y 1948 con los materiales SC 1, SC 5, SC 6. Posteriormente, con otro esfuerzo, se 
seleccionaron 21 materiales, hoy conocidos como SCP (Selección Colombiana 
Palmira) (Aránzazu et al., 2009). 
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La expectativa del uso de semilla hibrida para el manejo de escoba de bruja, 
detuvo el establecimiento de cultivos comerciales propagados por el método de 
estaca y se fortalecieron las siembras con semilla hibrida producida por ICA, 
INCORA, SENA y compañías procesadoras; este periodo se mantuvo hasta el año 
2000, cuando se tomó la decisión de modernizar los cultivos mediante 
propagación por injertación (clonación) en siembras nuevas y más recientemente 
la renovación por cambio de copa con materiales tipo Trinitario y algunos 
regionales (FNC y UIS, 2013). Como resultado del mejoramiento genético, los 
materiales híbridos obtenidos lograron características como: precocidad, alta 
resistencia a enfermedades y productividad. El número de híbridos probados en el 
mundo fue alto, con objetivos muy variados, principalmente buscando rendimiento 
y resistencia a enfermedades (Enríquez, 1980). 
 
 
En 1960, luego de la creación del Instituto Colombiano Agropecuario ICA se 
estableció el Banco Nacional de Germoplasma con materiales introducidos de 
Trinidad (ICS, TSH), Ecuador (EET), Costa Rica (UF) y Perú (IMC, PA) que fueron 
la base de la semilla hibrida (FNC y UIS, 2013). 
 
 
Los materiales regionales colombianos seleccionados por FEDECACAO, fueron 
obtenidos mediante un proceso de selección varietal participativa SVP en fincas 
de agricultores de diferentes regiones del país. Los arboles preseleccionados 
inicialmente fueron evaluados in situ durante dos años consecutivos, donde fueron 
registradas las características relacionadas con los componentes de rendimiento y 
con la respuesta a enfermedades. Para esta selección se tuvo en cuenta la 
metodología de índices y límites de selección planteada por Soria (1966) y 
ajustada para las características del cacao de Colombia por Aránzazu et al, 
(2009). 
 
 
Algunos parámetros agronómicos empleados en la evaluación y selección de los 
materiales, han sido la compatibilidad sexual y la evaluación de resistencia a 
Monilia. La compatibilidad sexual, es una característica que permite conocer la 
auto e intercompatibilidad entre materiales, con el fin de obtener cultivos más 
competitivos y propender hacia la modernización del sistema de producción 
mediante la implementación de la propagación vegetativa (FNC y UIS, 2013). 
 
 
Por otra parte, los trabajos de evaluación y selección de materiales introducidos y 
regionales, promisorios en Colombia y resistentes a Monilia, se iniciaron en el 
2000, por la Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria CORPOICA 
(Arguello et al., 1999); Rodríguez y Medina (2005). Posteriormente, en una alianza 
FEDECACAO y CORPOICA (Jaimes y Aránzazu, 2010), denominada Cacao de 
Colombia Dos, se determinaron los índices de severidad interna y externa, 
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siguiendo la metodología de inoculación artificial, propuesta por Sánchez y 
colaboradores (1987) y Phillips y Galindo (1988). 
 
 
La federación inicio la selección de materiales a partir de 2002 y hasta 2012 se 
han evaluado en fincas de agricultores alrededor de 500 árboles y de estos se han 
seleccionado 67 materiales promisorios, de los cuales 9 ya se han registrado 
como cultivares comerciales, según el acuerdo 003 del Consejo Nacional 
Cacaotero. Desde el inicio del proceso de selección, se decidió utilizar la letra F 
(FEDECACAO), seguida de dos o tres letras relacionadas con el municipio de 
origen del material y un número consecutivo asignado a cada opción (FNC y UIS, 
2013). 
 
 
1.1.4 Importancia económica y social. El cultivo de cacao se enmarca en un 
sistema agroforestal y es cultivado conjuntamente con otras especies vegetales, 
principalmente café, plátano, frutales y maderables, los cuales al mismo tiempo 
que le producen sombra al cacao, permiten al agricultor tener otras alternativas de 
ingresos. Los sistemas de este tipo se caracterizan por conservar el suelo y el 
ambiente, en la medida en que son grandes generadores de biomasa, con 
capacidad de capturar CO2 y eficientes liberadores de oxígeno (Agrocadenas, 
2005). 
 
 
En conjunto con los beneficios que proporciona en la parte ambiental, el cacao es 
un cultivo tradicional de economía campesina que demanda gran cantidad de 
mano de obra, de la cual se estima que viven 25.000 familias. Además, este 
cultivo se ubica generalmente en zonas con conflictos sociales y con presencia de 
cultivos ilícitos. En este sentido el cacao ha sido uno de los productos favorecidos 
con los programas de desarrollo alternativo del “Plan Colombia”, en la medida en 
que el cacao constituye un proyecto productivo agroforestal y es una fuente licita 
de empleo e ingresos (Agrocadenas, 2005). 
 
 
En 2003 el cultivo requirió 50.854 empleos para cosechar un área de 99.975 ha, 
participando con 3,8% y 4,4% del empleo requerido y de la superficie cosechada 
de cultivos permanentes, respectivamente, y con 2,9% y 2,5% del empleo y del 
área total cosechada. Superando ampliamente al empleo requerido y al área 
dedicada a cultivos de banano, plátano y tabaco. Asimismo, durante 2003 
contribuyó con el 1% del valor de la producción de la agricultura sin café y con el 
0,9% de la actividad agrícola nacional (Agrocadenas, 2005). 
 
De igual manera, la industria chocolatera y confitera ocupo 7.964 personas 
durante 2001, cifra superior a la reportada por las industrias de aceites y grasas, 
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de alimentos concentrados para animales, de fideos y macarrones, azucareras, 
entre otras. La industria participó con el 7,4% del empleo generado en la industria 
de alimentos (excepto bebidas) y el 1,5% del empleo generado por la industria 
manufacturera. Adicionalmente, el consumo de cacao y sus productos tiene 
significativos beneficios para la salud. Puesto que el cacao, el chocolate y los 
productos de chocolate, además de su agradable sabor, tienen un alto valor 
nutritivo y contiene sustancias estimulantes del sistema nervioso central y 
beneficiosas para el corazón (Agrocadenas, 2005). 
 
 
1.1.5 Industria del cacao. Internacionalmente, desde el punto de vista comercial 
e industrial, se clasifica al cacao en dos categorías: el cacao básico u ordinario o 
“bulk” y el cacao fino o de aroma. Más del 95% del cacao producido cada año 
puede considerarse como cacao básico procedente, en su mayoría, de África y 
Brasil, constituido en especial por la variedad forastera. El cacao fino tiene 
características distintivas de aroma y sabor, razón por la cual es sumamente 
solicitado por los fabricantes de chocolate fino; sin embargo, solo representa el 5% 
de la producción mundial de cacao (ICCO, 2001; Quingaísa, 2007). 
 
 
La región de mayor producción de cacao fino es América Latina y el Caribe (80%) 
seguida por Asia y Oceanía (18%) y finalmente África (2%). En 1993, 17 países 
fueron registrados como productores de cacao fino por el Convenio Internacional 
del Cacao, donde: Dominica, Granada, Jamaica, Santa Lucía, San Vicente y las 
Granadinas, Samoa, Surinam, y Trinidad y Tobago, reportaron únicamente cacao 
fino o de aroma. En el mismo año, Ecuador exportó el 75%, Venezuela y 
Madagascar el 50%, Costa Rica el 25%, Papúa Nueva Guinea, San Tomé y 
Príncipe, Sri Lanka y Colombia el 25%, clasificados como productores parciales de 
cacao fino (Quintero y Díaz, 2004). 
 
 
En la industria alimenticia, del grano de cacao pueden obtenerse, además del 
chocolate, cuatro productos intermedios: licor de cacao, manteca de cacao, pasta 
de cacao y cacao en polvo, dedicándose el mayor volumen a la producción de 
chocolates; sin embargo, el cacao en polvo y la manteca de cacao son utilizados 
en diversas áreas. El cacao en polvo se usa esencialmente para dar sabor a 
galletas, helados, bebidas y tortas. La manteca de cacao se usa en la elaboración 
de chocolate “blanco” y como emoliente, para la preparación de ungüentos y 
pomadas. Además, la manteca de cacao se utiliza en la producción de tabaco y 
jabones. El cacao cada vez es más empleado en la preparación de cremas 
suavizantes y antiarrugas (Marcano, 2007). 
 
 
Recientemente, la industria farmacéutica se ha interesado en los efectos 
beneficiosos a la salud que tienen algunos componentes de semillas, hojas y 
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raíces del cacao. Dos experimentos clínicos han determinado que el flavonol del 
cacao puede aumentar el flujo sanguíneo a lugares importantes del cerebro, 
incrementando así las posibilidades de controlar la demencia y los infartos. Un 
estudio químico reciente ha mostrado la habilidad de los flavonoles en el 
mejoramiento de la síntesis de óxido nítrico a nivel de los vasos sanguíneos, que 
puede asistir al tratamiento de las complicaciones vasculares asociadas a la 
diabetes (Marcano, 2007). Investigadores del Departamento de Agricultura de 
Estados Unidos descubrieron que el cacao natural contiene alta cantidad de 
procianidinas que son antioxidantes y que se pierden durante el procesamiento de 
las semillas de cacao (Marcano, 2007). 
 
 
1.2 BIOLOGÍA Y BOTÁNICA DEL CACAO 
 
 
El cacao es un árbol leñoso (Figura 1), fuerte, de porte relativamente bajo, es una 
planta alógama, de ciclo vegetativo perenne y diploide (2n=20) (Pérez, 2009). La 
conformación del sistema radical del cacao depende del sistema de propagación 
utilizada en su siembra. En una planta proveniente de semilla se desarrolla una 
raíz principal o pivotante, que alcanza hasta 2 m de longitud. En el caso de las 
plantas provenientes de propagación clonal no hay una sola raíz principal sino 
varias y su diámetro es mayor a 5 mm. Igualmente hay raíces laterales o raíces 
que se ramifican superficialmente y miden hasta 5m de largo, de las cuales el 78% 
se ubican entre los 0 - 20 cm de profundidad y tienen un diámetro entre 1 – 5mm. 
Las raicillas alimentadoras proliferan cerca de la superficie en los primeros 5 cm 
de profundidad, en una masa compacta y su diámetro es menor a 1 mm, con una 
extensión de 1.200 mm/m2 en árboles de 11 años de edad (León, 2000). 
 
Figura 1. Estructura leñosa del árbol de cacao 
 
 
Fuente: Villamil et al, 2013 
Tronco 
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El efecto del sistema de propagación también se observa en el tallo. Cuando la 
planta se origina a partir de una semilla sexual presenta un tronco vertical que 
puede desarrollarse en forma muy variada dependiendo de las condiciones 
ambientales, pudiendo alcanzar los 2 m de altura. En general, cuando la planta 
alcanza 1,50 a 2 m de altura se abre dando origen a 3, 4 o 5 ramas distribuidas al 
mismo nivel formando la mesa, molinillo o verticilo (Pérez, 2009). Las plantas de 
origen clonal obtenidas mediante injerto o estacas presentan una conformación 
diferente sin el predominio de un eje principal. En este caso el tallo usualmente se 
asemeja a una rama primaria porque normalmente los injertos se hacen a partir de 
yemas plagiotrópicas, consecuentemente la planta no crece verticalmente y no 
emite horqueta. Las hojas son de superficie lisa y brillante por ambas caras, con 
colores variables que van desde morado hasta verde pálido, la longitud del peciolo 
varia en tamaño dependiendo si son ramas ortotrópicas (crecimiento vertical) o 
plagiotrópicas (crecimiento horizontal) siendo este más largo en las primeras 
(Pinzón y Rojas, 2008). 
 
 
Una planta puede llegar a producir de 100.000 a 150.000 flores/año. La flor 
individual del cacao tiene un pedicelo largo y fino de 1 a 1,5 cm de longitud, se 
compone de 5 sépalos agudos y rosados, de 6 – 8 mm de largo, pubescentes, que 
en la flor abierta se expanden formando ángulo recto con el peciolo. La corola 
consiste de 5 pétalos blancos, de 6 – 8 mm de largo. El centro de la flor lo ocupa 
el tubo estaminal, compuesto por 5 estambres fértiles, cortos y doblados hacia 
fuera, cada uno encerrado en la concha de un pétalo; y de 5 estaminodios 
internos, agudos y largos de posición erecta que rodean al gineceo (León, 2000). 
El ovario es súpero con 5 celdas y placentación central, con 30 a 50 rudimentos 
seminales. El estilo se abre arriba en 5 ramas estigmáticas algunas de las cuales 
permanecen con frecuencia soldadas. Adicionalmente, la estructura de la flor 
parece impedir la autopolinización, obstaculizando la fecundación con su mismo 
polen pues las anteras recurvadas hacia afuera están rodeadas por las conchas 
de los pétalos y separadas del estigma por los estaminodios; por lo tanto es 
necesaria la presencia de polen de otra flor para la polinización (Figura 2) (León, 
2000). 
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Figura 2. Estructura y componentes de la flor del cacao 
 
Fuente: Villamil et al, 2013 
 
 
El mecanismo de polinización del cacao presenta caracteres de mucho interés. La 
estructura de la flor no facilita la polinización por ninguno de los medios comunes, 
más bien la dificulta. El polen es demasiado pegajoso para que pueda intervenir el 
viento, tampoco la posición de las anteras se adapta a la condición de una planta 
anemófila, por lo que ciertos insectos como Forcipomyia sp,. son los que se 
encargan de la polinización. Las flores fecundadas pierden los pétalos, sépalos y 
estambres y el ovario inicia su crecimiento; muchos de los ovarios fecundados 
caen por diversas causas y sólo muy pocos llegan a la maduración (León, 2000). 
 
 
Debido a la frecuente autoincompatibilidad de un gran número de las flores del 
cacao, la cual puede ser parcial o total, menos del 5% de las mismas son 
fecundadas y llegan a dar fruto (León, 2000). En muchas plantas la 
incompatibilidad ocurre en el estilo o estigma, previniendo el desarrollo de los 
tubos polínicos, pero en cacao el mecanismo es diferente. Los tubos polínicos se 
desarrollan normalmente en todos los casos, pero cuando el material es 
incompatible, el gameto masculino no se fusiona con el femenino. Es por lo que se 
ha dicho que la incompatibilidad del cacao es del tipo esporifítica, donde la 
reacción de incompatibilidad es impartida al polen por la planta a la que éste 
pertenece (Pérez, 2009). 
 
 
La autoincompatibilidad es el mecanismo que más ha sido estudiado en cacao, 
por su importancia en determinar procesos de mejoramiento e influencia sobre la 
productividad. La información acerca de este carácter y sus implicaciones 
prácticas en mejoramiento fue discutida por Bartley y Cope (1973). Al respecto, en 
el país se han venido desarrollando algunos trabajos de tipo práctico en los que se 
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han definido una serie de cruzamientos y mezclas tratando de optimizar la 
probabilidad de cruzamientos positivos; para ello se han identificado fórmulas 
genéticas y análisis matemáticos de incompatibilidad tanto para los clones 
parentales como de sus descendencias (Rondón, 2000). 
 
 
Los frutos de cacao maduran entre 5 y 6 meses después de la polinización. 
Poseen un exocarpo de contextura lisa o arrugada que se divide en cinco carpelos 
interiormente. Los frutos son de tamaño y forma muy variable, generalmente son 
una baya de 30 cm de largo y 10 cm de diámetro (Figura 2). Tienen forma elíptica 
y son de diversos colores al madurar (rojo, amarillo, morado y café); contienen 
entre 20 y 40 semillas que están cubiertas de una pulpa mucilaginosa de color 
blanco, cuyos cotiledones pueden ser de color blanco y/o violetas. Las semillas 
una vez secas alcanzan pesos entre 0,8 y 1,5 gr cada una (Mejía y Arguello, 
2000). 
 
 
Figura 3. Características morfológicas básicas del fruto de cacao 
 
 
Fuente: Villamil et al, 2013 
 
 
1.3 DIVERSIDAD GENÉTICA DEL CACAO EN COLOMBIA 
 
 
En Trinidad y en Colombia a partir de 1945 y 1955 respectivamente, dada la 
urgencia de producir semilla híbrida para evitar el ataque de Escoba de Bruja 
Moniliophthora perniciosa, fue necesario incrementar los cruzamientos dirigidos 
entre materiales Amazónicos y Trinitarios, originando la semilla hibrida comercial 
que condujo a ampliar la diversidad de formas y colores del fruto, conservando las 
características de cacao fino y de aroma como herencia Trinitaria; sin embargo, en 
la región norte de Suramérica existe una zona claramente definida, en donde se 
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encuentran materiales de tipo criollo, en forma natural y cultivada (Aránzazu et al., 
2009). En Colombia esta región comprende la Sierra Nevada de Santa Marta y la 
Serranía de Perijá, y debido al valor genético de los materiales criollo y 
conscientes de su desaparición, se creó  la Unión Temporal Cacao de Colombia 
[UNO] conformada por la Federación Nacional de Cacaoteros y CORPOICA, para 
participar en la Convocatoria realizada en el año 2004 con proyectos de 
Investigación, Desarrollo Tecnológico e Innovación en el marco del Programa 
“Mejoramiento Genético para Incrementar la producción y productividad del 
Sistema de Cacao en Colombia” y realizada con el apoyo del Ministerio de 
Agricultura y Desarrollo Rural a través de la Dirección de Desarrollo Tecnológico y 
Protección Sanitaria). Esta Unión propuso rescatar una muestra de esta población 
con el proyecto “Recolección, caracterización morfoagronómica y molecular de 
materiales criollos y de alto rendimiento en Colombia”, y para lograrlo durante los 
años 2006 y 2007, realizaron dos expediciones a la Sierra Nevada de Santa Marta 
y Serranía del Perijá. Durante el recorrido encontraron diversos materiales, con 
diferente grado de pureza y estado de abandono, que sistemáticamente están 
desapareciendo para dar paso al cacao común u otros cultivos. La acción 
antrópica junto con la incidencia de Phytophthora palmivora, Ceratocystis cacao 
funesta, amenazan los nichos de cacao criollo (Aránzazu et al., 2009).  
 
 
Se estima que Colombia posee alrededor de 90.000 has de cacao, donde el 90% 
corresponde a plantaciones establecidas con semilla hibrida certificada y cacaos 
comunes, que debido al deterioro y baja eficiencia reproductiva, han comenzado a 
ser reemplazadas y eliminadas. A partir del año 2000, el país inicio la 
modernización del cultivo de cacao, mediante el establecimiento de plantaciones 
clonales con el uso de un reducido número de materiales, la mayoría de ellos 
introducidos. Esta nueva etapa del cultivo de cacao puso en riesgo la existencia de 
materiales de origen hibrido o común, algunos de estos con excelente 
comportamiento productivo, sanitario y de calidad, que es necesario rescatar de 
estas plantaciones (Aránzazu et al., 2009 y FEDECACAO, 2013).  
 
 
Inicialmente para el establecimiento del cacao como cultivo, se utilizaron semillas 
de árboles seleccionados por características específicas sin conocimiento de su 
heredabilidad (semilla común), proceso que se inició en el país a partir de 1890, 
cuando el concepto de fenotipo fue introducido como herramienta para la 
selección de árboles promisorios, ampliando así la base genética (Aránzazu et al., 
2009). 
 
 
En la década de los 50, el país inició el mejoramiento de las poblaciones 
cultivadas, produciendo materiales híbridos (cruces de Amazónicos x Trinitarios) 
con preferencia de materiales parentales con características específicas. El 
departamento de Investigaciones Agropecuarias (DIA) en el año de 1960 
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estableció el Banco de Germoplasma en Palmira, el cual fue transferido al Instituto 
Colombiano (ICA) en 1964. Esta institución fortaleció la colección existente en 
Colombia con introducciones de Trinidad, Costa Rica, México y Ecuador 
(Aránzazu et al., 2009). 
 
 
Colombia en la Estación Experimental La Suiza, de CORPOICA, en el 
Departamento de Santander posee el Banco de Germoplasma de cacao, que 
comprende gran parte de la biodiversidad genética del cultivo. Este banco está 
considerado como el cuarto mayor banco de cacao del mundo, después de Brasil, 
Costa Rica y Francia (en África). El estado colombiano, en cumplimiento de los 
compromisos adquiridos en el Convenio sobre Diversidad Biológica, Ley 165/94, 
apoyó la conformación de un Sistema de Banco de Germoplasma para la 
Alimentación y la Agricultura. Actualmente el Banco es manejado por el ICA en 
acuerdo con Corpoica (Aránzazu et al., 2009). 
 
 
La Unión Temporal Cacao de Colombia [UNO], aportó al Banco de Germoplasma 
de la Estación Experimental La Suiza, 56 materiales criollos y 38 regionales, a 
finales del año 2008. En la actualidad, el Banco de Germoplasma cuenta con 518 
accesiones, de las cuales 103 pertenecen a materiales introducidos, 415 son 
colectas realizadas en territorio colombiano; de estas 98 son accesiones de tipo 
criollo y 317 de materiales regionales. Con el fin de salvaguardar el recurso 
genético, el país cuenta también con un Banco satélite de cacao, ubicado en el 
Centro de Investigación Palmira de Corpoica, el cual es un duplicado de todas las 
accesiones del Banco Nacional de Germoplasma en la Estación La Suiza 
(Aránzazu et al., 2009). 
 
 
Por otro lado, en Colombia existen colecciones de trabajo pertenecientes a 
entidades como Casa Luker, Compañía Nacional de Chocolates (CNC), SENA, 
FEDECACAO, CORPOICA y algunos agricultores, basados principalmente en 
materiales introducidos comercialmente. Con la modernización del cultivo de 
cacao, basada en materiales clonales, FEDECACAO creyó conveniente rediseñar 
y actualizar las diferentes granjas que posee y que venían siendo destinadas a la 
producción de semilla hibrida, por lo tanto, en cumplimiento de uno de los 
objetivos de la Unión Temporal Cacao Colombia, la federación Nacional de 
Cacaoteros estableció tres colecciones de trabajo en tres localidades estratégicas 
en el país: Santander (Granja Villa Mónica, finca Villa Hermosa), Arauca (Granja 
Santa Elena) y Cauca (Granja Tierra Dura). Estas colecciones de trabajo se 
conformaron con materiales de varios países y regionales de Colombia (Aránzazu 
et al., 2009).  
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1.4 MARCADORES MOLECULARES EN EL CULTIVO DE CACAO 
 
 
Antes de las primeras aplicaciones de los marcadores moleculares en estudios de 
genética y mejoramiento de organismos, los marcadores por elección, eran 
aquellos regulados por genes asociados a caracteres morfológicos y de 
rendimiento, en general fenotipos de fácil cuantificación e identificación visual. Sin 
embargo, el limitado número de estos marcadores y la interferencia epistática o 
ambiental acotaron su expansión (Azofeita, 2006). A partir de la década de los 
ochenta del siglo pasado se empezaron a incorporar marcadores moleculares, los 
cuales se desarrollaron rápidamente, expandiendo su aplicación prácticamente a 
todas las especies de organismos vivos, acelerando los avances en los programas 
de búsqueda de organismos de interés (Vázquez et al., 2012).  
 
 
Los primeros marcadores moleculares (no basados en ADN) empleados en cacao 
fueron las isoenzimas, pese a las desventajas inherentes a esta herramienta, 
como son el bajo número tanto de loci como en el polimorfismo, en su momento 
ofrecieron excelentes resultados y encontraron gran aplicación en estudios de 
diversidad genética, en la identificación de genotipos, así como en la construcción 
de mapas de ligamiento (Lachenaud et al., 2004; Sounigo et al., 2005). 
Actualmente, el tipo de marcadores más utilizados en cacao, son los basados en 
ADN, específicamente, los polimorfismos en la longitud de los fragmentos de 
restricción (RFLP), polimorfismo de ADN amplificado al azar (RAPD), polimorfismo 
de longitud de fragmentos amplificados (AFLP), y secuencias simples repetidas 
(SSR). Estos marcadores difieren en abundancia genómica, nivel de polimorfismo 
detectado, especificidad hacia el locus, reproducibilidad, requerimientos técnicos y 
costo (Guiltinan et al., 2008). 
 
 
1.4.1 Microsatélites. Las secuencias simples repetidas o microsatélites son 
segmentos cortos de ADN (de 1 a 10 pb), que se repiten en serie y de forma 
aleatoria a través de todo el genoma de los seres vivos. Existen varias 
clasificaciones, pero la más común es de acuerdo al número de nucleótidos que 
posea el motivo repetido, sea como: mono, di, tri, tetra, penta o hexanucleótido. 
Poseen varias ventajas frente a otros marcadores (minisatélites, RFLP, RAPD, 
AFLP, etc.); sean o no basados en PCR, ya que son altamente polimórficos como 
consecuencia de la alta tasa de mutación en los loci; pues la repetición no codifica 
para formar ninguna proteína y las secuencias de ADN repetitivo pueden 
recombinarse y expandirse con más frecuencia. Estas regiones son a menudo 
altamente variables y consecuentemente útiles para medir el polimorfismo entre 
especies o variedades muy relacionadas (Azofeita, 2006), característica 
ampliamente deseable en los estudios de poblaciones para evaluar la diversidad 
genética. 
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Estos marcadores son generalmente neutros con relación a los efectos fenotípicos 
y epistáticos o pleiotrópicos (ya sean mínimos o nulos), presentan herencia 
mendeliana simple y revelan codominancia (pudiéndose diferenciar los individuos 
homocigotos de los heterocigotos). Además, se encuentran de forma abundante 
(están uniformemente dispersos a través del genoma, aproximadamente cada 10 
Kbp), se requieren solo pequeñas cantidades de ADN, son relativamente fáciles 
de medir (aunque no de estandarizar) y analizar, pueden automatizarse para el 
análisis de muchas muestras en tiempos relativamente cortos (Guiltinan et al, 
2008). 
 
 
Los estudios buscando explicar la diversidad y estructura poblacional tanto de 
colecciones como de plantaciones de cacao, han mostrado un incremento 
pronunciado con la aparición de los microsatélites. Por esta razón, se ha llegado al 
desarrollo de 268 secuencias microsatélites por parte de Lanaud et al (1999) y 
enriquecida por 201 secuencias determinadas por Pugh et al (2004). Por su parte, 
Risterucci et al (2001) analizaron e identificaron varias accesiones a nivel 
internacional, usando ocho de estos marcadores microsatélites, para el estudio de 
28 accesiones de clones internacionales. En dicho trabajo se determinaron ciertos 
parámetros para la elección de marcadores microsatélites a ser usados en análisis 
genético de distintas variedades internacionales de cacao. En primer lugar se 
señaló que la selección de cada loci debe ser de un cromosoma distinto, para de 
esta forma obtener una adecuada cobertura del genoma. También se menciona 
que las frecuencias alélicas y el nivel de polimorfismo son importantes 
propiedades para que un marcador sea tomado en cuenta. Finalmente se sugiere 
que para una adecuada selección de marcadores microsatélites, se requiere de 8 
a 9 loci con 6 a 10 alelos por cada uno; sin embargo, el uso de 15 loci podría ser 
necesario para una segura identificación de los genotipos más cercanamente 
relacionados. 
 
 
Saunders et al (2004), por su parte establecieron los “fingerprinting” moleculares, 
generados por microsatélites como estándares a nivel internacional para la 
identificación de accesiones de cacao y reportaron 15 marcadores microsatélites 
polimórficos. Smulders et al (2006), investigaron la identificación de variedades de 
cacao con diferentes atributos de calidad. Estos investigadores utilizaron los 
microsatélites para diferenciar molecularmente variedades de cacao fino o de 
aroma y cacaos denominados “bulk”. Los resultados permitieron identificar 6 
marcadores que presentaron el mayor nivel de polimorfismo dentro del conjunto de 
marcadores utilizados, siendo estos: el mTcCIR 6, mTcCIR 12, mTcCIR 15, 
mTcCIR 18, mTcCIR 33 y mTcCIR 37, los cuales tienen un número efectivo de 
alelos de 4 o más. En conclusión se estableció que, la mayoría de las variedades 
de cacao Nacional, Trinitario y Criollo se diferencian y que, además, fue posible 
identificar las variedades de cacao fino y ordinario, aunque existieron ciertos casos 
de genotipos que conformaron grupos totalmente distintos genéticamente. 
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Por su parte Loor et al, (2009) seleccionaron 40 marcadores tipo microsatélites 
para realizar el análisis de 322 accesiones de cacao, con el fin de estudiar la 
domesticación del cacao Nacional Ecuatoriano e identificar la variedad nativa 
Nacional y sus ancestros silvestres. López (2010) dentro del marco del Proyecto 
de colaboración técnica y científica entre los gobiernos de Ecuador y Brasil, utilizó 
los datos generados por Loor et al, (2009), y propuso 5 de estos marcadores 
microsatélites como candidatos potenciales para la discriminación en mezclas de 
almendras de accesiones de cacaos Nacionales con otros materiales, como por 
ejemplo, CCN-51, ICS-95, SCA-6 e IMC-67, entre otros, basándose en la 
existencia de alelos únicos para estos tipos de cacao. 
 
 
Por su capacidad para revelar codominancia, los microsatélites resultan muy 
adecuados en la búsqueda y esclarecimiento de relaciones genealógicas y estas 
investigaciones, a su vez son útiles para comprender el flujo de genes en las 
poblaciones naturales, la contribución de los genotipos antiguos en la estructura 
de las poblaciones actuales, así como para rastrear la posible contribución de 
parentales en los programas de mejoramiento de variedades (Vázquez et al., 
2012).  
 
 
Otros estudios además han abordado la búsqueda de patrones de genealogía 
asociados con la geografía presente o pasada (filogeografía), en el supuesto que, 
al conocer los patrones espaciales de biodiversidad, los procesos de flujo de 
genes, los efectos históricos y climáticos sobre la distribución de la diversidad 
genética, se tendrían más herramientas para la conservación sostenible y el uso 
efectivo de germoplasma de cacao (Guiltinan et al., 2008). Sereno et al (2006) 
compararon 94 accesiones de cuatro poblaciones naturales de la Amazonía de 
Brasil y exceptuando la población del Alto Amazonas, en las restantes encontraron 
bajo índice de heterocigosidad observada, lo cual revela alta tasa de homocigotos 
que coincide con la aseveración de Ruiz et al., (2011), en el sentido de 
presentarse altas frecuencias de autopolinización o el muestreo incluye alta 
consanguinidad. La población del Alto Amazonas exhibió la mayor diversidad 
genética y por lo tanto, los autores la sugieren en concordancia con otros autores 
como parte del centro de diversificación de la especie y, posible centro de origen 
(Motamayor et al., 2002).  
 
 
1.4.2 Importancia agronómica utilizando SSRs 
 
Con los sistemas convencionales de mejoramiento, el intento de combinar la 
selección simultánea de más y más rasgos de interés agronómico, tiende a 
provocar una pérdida total del objetivo del fitomejoramiento y un aumento en el 
número de ciclos de reproducción necesarios para generar un producto terminado. 
En cambio, el uso de marcadores moleculares ofrece el potencial para reunir las 
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características objetivo en el mismo genotipo más precisamente, con menos 
pérdidas involuntarias y en menor número de ciclos de selección (Yunbi y Crouch, 
2008). 
 
 
En la actualidad se han realizado cantidad de trabajos aplicando las ventajas de 
los marcadores moleculares, sobre todo microsatélites, pues aún antes de ser 
establecida la correlación entre uno o más SSRs y los loci que controlen 
características de interés agronómico, la disponibilidad de una batería de 
microsatélites, por si sola, ya permitía adelantar estudios importantes para los 
programas de mejoramiento genético. Así, se tiene que las aplicaciones a corto 
plazo incluyen, básicamente, la identificación y discriminación de individuos 
(fingerprints), información necesaria en estudios de identificación de los parentales 
de algunas poblaciones, control de cruzamientos, estudios de diversidad y 
distancia genética y, últimamente, en la identificación y protección de variedades 
patentadas (Amayo, 2002). 
 
 
Dentro del análisis de la estructura poblacional han sido ayuda para la evaluación 
de la diversidad genética intra e interpoblacional, tanto en especies silvestres, 
cultivos e incluso bancos de germoplasma. La naturaleza codominante de los 
SSRs permite su aplicación para determinar niveles de hibridación dentro de los 
individuos de una especie (Provan et al., 1996 citado en Powell et al, 1996, Xu et 
al., 2004). Otros rasgos poblacionales como el flujo genético, origen y centros de 
diversidad (Pillon et al., 2006) han sido develados gracias al uso de marcadores 
microsatélites. El carácter hipervariable de los SSRs permite discriminar entre 
individuos estrechamente relacionados (Powell et al., 1996), lo cual es de utilidad 
para la identificación de cultivares.  
 
 
Otra aplicación de los SSRs está dirigida a la selección asistida por marcadores 
(MAS), es decir, programas de mejoramiento genético que buscan la transferencia 
de alelos deseables para crear o mejorar cultivares élite. La idea es mejorar un 
carácter, que pudiera incluso ser de herencia compleja, manipulando caracteres 
simples asociados. Esta estrategia sería especialmente útil cuando el carácter es 
difícil de evaluar, o cuando la forma favorable del gen es recesiva (Marcano, 
2007). Los marcadores moleculares también se utilizan para el desarrollo de 
mapas de ligamiento, y entre las aplicaciones de estos mapas, está la 
identificación de marcadores ligados a caracteres agronómicos importantes o 
“marcaje” de caracteres, lo que puede hacerse, incluso, sin disponer de 
información sobre los genes implicados ni conocer su función. A partir del marcaje 
de “caracteres”, pueden implementarse sistemas de selección, donde los 
marcadores moleculares ayudan a incrementar la precisión y eficiencia en la 
fijación de caracteres deseables en genotipos mejorados (Marcano, 2007).  
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En el caso del cacao, existe una colección de pares de cebadores para más de 
400 microsatélites que ha sido desarrollada por el CIRAD, y sus secuencias y 
especificaciones están disponibles en la base de datos europea de Biología 
Molecular EMBL. De estos microsatélites, 268 han sido localizados en el mapa 
genético de referencia del cacao, por lo que constituyen excelentes herramientas 
para diversos tipos de investigaciones, entre las cuales destaca su utilización para 
el estudio de determinismo genético de caracteres de importancia (Pugh et al., 
2004). 
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2. MATERIALES Y MÈTODOS 
 
 
La investigación incluyó una fase de campo y otra de laboratorio. En la fase de 
campo se colectaron muestras foliares de 165 materiales de cacao (Anexo A), 93 
en las zonas de Tumaco (Nariño), 30 en CORPOICA (Palmira) y 42 en Miranda 
(Cauca). La fase de laboratorio se llevó cabo en el laboratorio de Biología 
Molecular de la Universidad Nacional de Colombia, sede Palmira, Valle del Cauca, 
localizado a una altura de 1.000 msnm y temperatura promedio de 24ºC. 
 
 
2.1 ÁREA DE ESTUDIO 
 
 
La colecta de los 165 materiales de Cacao se realizó en los departamentos de 
Nariño, Valle y Cauca, Regiones de Tumaco, Palmira y Miranda, para 
caracterizarlos a nivel molecular y establecerlos para su conservación, en el banco 
de ADN que se encuentra en el laboratorio de Biología Molecular adscrito al Grupo 
de Investigación en Diversidad Biológica. Los materiales in situ están disponibles 
en los bancos de germoplasma de FEDECACAO, CORPOICA y Fincas de 
pequeños agricultores de Tumaco. 
 
 
2.1.1 Tumaco (Nariño). La colecta del material vegetal fue realizada entre el 14 y 
24 de Junio de 2011, en el marco del Proyecto “Caracterización molecular de 93 
genotipos de Cacao Theobroma cacao l., con microsatélites amplificados al azar 
RAMS”, desarrollado entre el Centro Internacional de Agricultura Tropical y la 
Universidad Nacional de Colombia, sede Palmira, con el apoyo de los Consejos 
Comunitarios de Las Varas, Rio Rosario, Rio Mejicano, Rio Chagüí y la 
Corporación de Servicios de Asistencia Técnica Las Varas-Corpoteva (CIAT, 
2010).  
 
 
La recolección se realizó en los núcleos productivos de cacao en Tumaco: San 
Luís Robles, Río Rosario, Río Mejicano, Río Chagüí y Carretera (Mascarey) 
(Figura 4). La zona se encuentra ubicada en bosque húmedo tropical (bh-T); a una 
altura entre 0 y 150 msnm, con precipitación de 2800 mm/año, temperatura media 
de 26°C, humedad promedio del 88% y brillo solar de 1000 horas/año (Vallejo y 
Peña, 2006). 
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Figura 4. Núcleos productivos de cacao en Tumaco, Nariño 
 
Fuente: Consejo Regional Cacaotero [CRC], 2006. 
 
 
2.1.2 CORPOICA, Centro de Investigación Palmira. La colecta se realizó en el 
Banco de Germoplasma de Cacao que maneja CORPOICA en Palmira, Valle del 
Cauca, Colombia (Figura 5), localizado a 1001 msnm., temperatura promedio de 
24 °C, y brillo solar de 5,8 horas/día, precipitación de 1.014 mm/año y una 
humedad relativa del 75% (Villota et al, 2012).  
 
Figura 5. Centro de Investigación de Corpoica, Palmira, Valle del Cauca 
 
Fuente: Villota et al, 2012 
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2.1.3 Miranda (Cauca). El material vegetal, se colectó en la "Granja Experimental 
Tierra Dura" de FEDECACAO, ubicada en el municipio Miranda en el 
departamento de Cauca. La granja se encuentra a 1120 msnm y está localizada a 
3º15’12” de latitud norte y 76º13’50” de longitud oeste, con precipitación 1.379 
mm/año, temperatura media anual 24ºC y Humedad Relativa del 77% 
(FEDECACAO, 2012). 
 
 
2.2 FASE DE LABORATORIO 
 
 
2.2.1 Recolección de muestras foliares. Se escogieron árboles diferenciados y 
representativos de cada finca visitada. De cada árbol muestreado se colectaron de 
tres a cuatro hojas jóvenes, en buen estado fitosanitario, se almacenaron en silica 
gel y fueron transportadas al Laboratorio de Biología Molecular de la Universidad 
Nacional de Colombia, Sede Palmira, para el análisis correspondiente. 
 
 
2.2.2 Caracterización Molecular. Para la caracterización de los materiales se 
utilizaron 12 marcadores moleculares microsatélites y se realizó en el Laboratorio 
de Biología Molecular de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Palmira 
 
 
2.2.3 Extracción de ADN. La extracción del ADN genómico se realizó siguiendo el 
protocolo de Doyle y Doyle (1990), modificado por Focus (1995). El ADN se 
cuantificó comparando las muestras con concentraciones conocidas de ADN del 
bacteriófago Lambda; las muestras fueron observadas en geles de agarosa al 
0,8% teñidos con bromuro de etidio a una concentración final de 0,5 mg·mL-1 y 
visualizadas en un transiluminador KODAK. 
 
 
2.2.4 Cuantificación de ADN. El procedimiento se realizó a través de 
electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, teñido con bromuro de etidio a una 
concentración final de 0.5 ug/ml, dejándose migrar en tampón TBE 0.5X (tris-
borato 0045M, EDTA 0.001M) a 80 voltios durante 45 minutos. Posteriormente se 
visualizaron en una cámara de luz ultravioleta (transiluminador, Kodak EDAS 290, 
software 1D LE, versión 3.6.1). Para determinar la concentración de ADN, las 
muestras se utilizaron concentraciones conocidas del bacteriófago lambda (30, 60 
y 90 ng/μl). La concentración se estimó en un rango de 20 y 120 ng/μl. Finalmente, 
se realizaron diluciones de todas las muestras extraídas a una concentración final 
de 10 ng/ul, las cuales fueron utilizadas como ADN de trabajo para las reacciones 
de PCR. 
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2.2.5 Amplificación de ADN. El ADN de cada muestra se diluyó a 5 ng en un 
volumen de 50 µL. Los 12 oligonucleótidos sintetizados por Gentech (Genetics & 
Technology) fueron seleccionados de los estudios realizados por Lanaud et al. 
(1999). Las pruebas de amplificación por PCR se realizaron en las siguientes 
condiciones: volumen final 12,5 µL, que contenían 1 U de Taq-polimerasa, 10 ng 
ADN, 0,2 mM de cada dNTPs en mezcla, 2 mM MgCl2, 50 mM KCl, 10 mM Tris-
HCl con pH 8,3 y 2 pmol de cada oligonucleótido. El ciclo de amplificación utilizado 
fue de 94°C por 2 min, 30 ciclos a 94°C por 1 min, 50°C a 57°C por 1 min, 72ºC 
por 2 min; posteriormente 72ºC por 5 min. Al producto de la amplificación se le 
adicionaron 3,5 µL de buffer carga para geles desnaturalizantes (formamida 98%, 
azul de bromofenol 0,05%. y cianol de xileno) y la mezcla se desnaturalizó a 95°C 
por 5 min. Se utilizaron 5 µL para la siembra en geles de poliacrilamida 4% (urea 
5M, 0,5X buffer TBE) tomando como patrón de tamaño molecular el Ladder DNA® 
10 pb 50 mg de Invitrogen; la electroforesis fue de aproximadamente 45 min, a 80 
V y el gel fue teñido con nitrato de plata. Una vez teñidos, se realizó la lectura de 
presencia y ausencia alelos en cada una de las placas de vidrio utilizadas, además 
fueron documentados mediante fotografía digital. 
 
 
Se consideraron alelos nulos cuando la muestra de un individuo en un sistema fue 
amplificada más de dos veces sin obtener resultados. 
 
 
2.3 ANÁLISIS DE DATOS MOLECULARES 
 
 
2.3.1 Análisis de diversidad genética. La información de los patrones de bandas 
se registró en una matriz de Excel. Se calculó número de alelos (NA), número 
promedio de alelos por locus (NPA), número efectivo de alelos (ENA) y valores de 
heterocigosidad observada y esperada (Ho y He) mediante el software ARLEQUIN 
ver 3.11 (Excoffier, 2005).  
 
 
 Número efectivo de alelos (ENA): hace referencia a los alelos con capacidad 
de pasar a la siguiente generación (Kimura y Crow, 1964) y se estimó mediante la 
ecuación 


2
1
Pi
ENA , la cual es indicador de los marcadores que realizan 
aportes importantes al estudio de la diversidad, en la medida que el valor de ENA 
se acerque al número de alelos encontrados.  
Siendo Pi la frecuencia del i-ésimo alelo del locus. 
 
 
 Heterocigocidad observada (Ho y esperada He). Se calcularon en cada locus 
utilizando la fórmula propuesta por Nei, 1987. 
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Heterocigosidad observada: 
HObs=  
 
 
Donde Pij =  
 
 
Wi es el tamaño relativo de la población 
Pij es la frecuencia del genotipo. 
 
 
Heterocigosidad esperada: 
 
HExp=  
 
Donde   
 
Wi es el tamaño relativo de la población 
Pij es la frecuencia del alelo en el locus j-ésimo en el i-ésimo sumada en todos los 
alelos del locus.  
 
 
2.3.2 Contenido de información polimórfica (PIC). El PIC se refiere a la medida 
de la informatividad de un marcador genético, que depende del número de alelos 
para ese locus y de sus frecuencias relativas.  
 
Se estimó mediante la ecuación:  


 

n
i
n
i
n
ij
PjPiPiPIC
1
1
1 1
222 2)(1 . 
 
dónde: Pi= frecuencia del alelo i para el locus estudiado 
            Pj= frecuencia del alelo (i+1) 
 
Valores superiores a 0,5 se consideran muy informativos, los valores entre 0,25 y 
0,5 medianamente informativos y los valores inferiores a 0,25 poco informativos.  
 
 
2.3.3 Cálculo de índices de fijación (estadísticos F) 
 
Wright (1965) propone medir las desviaciones de frecuencias genotípicas en 
poblaciones subdivididas por medio de tres parámetros: FIS - Coeficiente de 
endogamia, FIT – Índice de fijación genético global y FST – Índice de fijación. FIS 
es la correlación relativa a la subpoblación entre dos alelos, FIT es la correlación 
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relativa a la población total. FST es la correlación entre dos alelos tomando al azar 
uno de cada subpoblación.  
 
También se define como: 
 
 Fis: Mide la endogamia dentro de las poblaciones, o sea, desviación a lo 
esperado si los apareamientos fueran al azar, y va de -1, si sólo hay individuos 
heterócigos en las poblaciones, a 1, cuando todos son homócigos. 
 
 Fst: Mide la diferenciación genética entre poblaciones, va de 0 (todas las 
poblaciones tienen exactamente las mismas frecuencias alélicas), a 1 (si tienen 
alelos completamente diferentes). 
 
 Fit: incluye las contribuciones de los apareamientos no aleatorios y la 
subdivisión de las poblaciones debidas a la deriva génica que provocan 
reducciones en la heterocigosidad. Para esté índice un valor máximo de 1 indica 
que no existen poblaciones y con un mínimo de -1, que las poblaciones están 
completamente aisladas.  
 
Los tres parámetros están relacionados mediante la siguiente ecuación: 
 
FST =  
 
 
Pautas cualitativas sugeridas por Wrigth (1965) para interpretar FST: (Según Hartl 
y Clark, 1989): 
 
 
El rango de 0 a 0.005 puede ser considerado como indicativo de poca 
diferenciación genética. 
El rango de 0 a 0.15 indica moderada diferenciación genética. 
El rango de 0 a 0.25 indica gran diferenciación genética. 
 
Valores de FST superiores a 0.25 indican una diferenciación genética muy grande. 
 
 
 Flujo genético entre los grupos o poblaciones: se estimó el número medio 
de migrantes por generación (Nm) indirectamente a partir de la FST, el cual indica 
el número de migrantes efectivos entre poblaciones. Si es mayor a 4, el conjunto 
de poblaciones estudiadas se comporta como si fuera una gran población, debido 
a que el flujo génico es muy abundante, mientras que si es menor a 1 indica que 
las diferentes poblaciones se encuentran muy diferenciadas por deriva génica (i.e., 
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los tamaños efectivos han sido muy pequeños en el pasado). Se puede estimar 
mediante la ecuación: 
)41(
1
Nm
Fst

 . 
 
Donde; 
Fst = índice de fijación en el equilibrio 
Nm= número de migrantes 
 
Si aumenta el número de migrantes por generación (Nm)  el valor de Fst, 
disminuye. 
 
 
2.3.4 AMOVA. Para el estudio jerárquico de la población se realizó análisis de 
varianza molecular (AMOVA) incorporado en el programa ARLEQUIN ver 3.11 
(Excoffier, 2005). Este método sirve para estudiar la variación molecular dentro de 
una especie y se basa en un modelo jerárquico anidado. En este caso fue usado 
para verificar el porcentaje de variación atribuible a variación entre grupos, dentro 
de grupos y variación individual dentro de grupos, utilizando el siguiente modelo:  
 
Yki(j) = Y + Ak + Bk(i) + Wki(j)  
 
Dónde:  
 
Ak: Efecto de la k-ésima población con varianza σ2a  
 
Bk(i): Efecto del i-ésimo individuo dentro de la k-ésima población, con varianza 
σ2b  
 
Wki(j):Efecto del j-ésimo locus del i-ésimo individuo de la k-ésima población, con 
varianza σ2w  
 
 
Para el análisis de varianza molecular se asumió que los materiales colectados en 
cada sitio correspondían a una población diferente. 
 
 
Para estimar distancias y relaciones filogenéticas entre grupos genéticos se utilizó 
la mínima distancia de Nei, (1972) mediante TFPGA® - Tools for Population 
Genetic Analyses (Miller, 1997) y el FST por pares de poblaciones con ARLEQUIN 
ver 3.11 (Excoffier, 2005). Mediante la mínima distancia de Nei, (1972) se 
construyó un dendograma con algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method 
with Arithmetic mean).  
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3. RESULTADOS Y DISCUSION 
 
 
3.1 COLECCIÓN DE ADN 
 
 
Para la extracción de ADN del tejido foliar de los 165 individuos de cacao, se 
empleó el protocolo propuesto por Doyle y Doyle (1987) modificado por Faleiro et 
al, (2004). La cuantificación del ADN se realizó mediante electroforesis en gel de 
agarosa y concentraciones conocidas del bacteriófago lambda (Figura 6). El 
protocolo, muestra bandas definidas de ADN con una concentración entre 20 ng y 
90 ng aproximadamente. Los valores obtenidos se acercan a los registrados por 
Haymes et al, (2004) quienes extrajeron de 20 a 80 μg de ADN/g de tejido de 
hojas de cacao empleando los métodos de extracción denominados D2 
BioTechnologies DNA X-tract Plus y Qiagen DNeasy.  
 
 
En procedimientos de extracción de ADN en hojas de T. cacao (Couch & Fritz, 
1990) y hojas de T. grandiflorum y T. bicolor (Moreno et al., 2004) se reporta 
oxidación fenólica del tejido. Es posible que esta condición presentada en estudios 
anteriores realizados en el género Theobroma haya influido también en la cantidad 
de ADN extraído en la presente investigación. En consecuencia, se debería probar 
diferentes concentraciones del agente reductor β- mercaptoetanol, ya que 
contribuye a proteger eficientemente el ADN contra la actividad enzimática de las 
peroxidasas y polifenoloxidasas desnaturalizándolas (Ferreira y Grattapaglia, 
1998). 
 
 
Figura 6. Extracción de ADN de la colección de cacao Theobroma cacao L. 
 
 
 
 
 
La colección de ADN de cacao establecida con 165 muestras colectadas en las 
regiones de Tumaco (Nariño), Banco de germoplasma de CORPOICA (Centro de 
Investigación Palmira, Valle del Cauca) y FEDECACAO (Granja experimental 
Tierra dura, Miranda, Cauca). Esta colección está disponible en el Laboratorio de 
Biología Molecular de la Universidad Nacional de Colombia, sede Palmira a una 
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temperatura de - 50°C y los datos recolectados en campo se encuentran 
registrados en la base de datos de recursos genéticos en diversidad biológica del 
laboratorio. 
 
 
3.1.1 Ensayos de estandarización y amplificación por PCR de los 
microsatélites utilizados con base en el ADN extraído. Las condiciones de 
amplificación se pueden observar en el Cuadro 1. Estas fueron modificadas de 
acuerdo a la ausencia o pobre amplificación obtenida en los ensayos de 
estandarización de los cebadores (Figura 7). Los cambios realizados 
correspondieron básicamente a la adición de albúmina de suero bovino (BSA) 
para mejorar la calidad de productos amplificados (Sambrook et al., 1989).  
 
 
Figura 7. Ensayos de estandarización para los microsatélites 
 
                      Micro 15 (55°C)          Micro 3 (51°C)             Micro 6 (55°C)        
 
 
 
La ausencia o pobre amplificación encontrada en algunos cebadores se explicaría 
por la calidad del ADN utilizado, para ello se requirió de BSA como adyuvante en 
el mix de PCR, dado que incrementa su eficiencia y actúa como proteína 
captadora de iones que pueden ser inhibidores de la Taq polimerasa (Sambrook et 
al., 1989). 
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Cuadro 2. Condiciones de amplificación para los marcadores utilizados 
 
Compuesto [ ] Inicial [ ] Final 
Tampón Taq 10X 1X 
MgCl2 50 mM 2 mM 
DNTPs 1.25 mM 0.2 mM 
BSA 10 mg/ml 0.4 mg/ml 
ADN 20 ng/ul 40 ng 
Cebadores 10 uM 0.5 uM 
Taq 5 U/ul 0.5 U 
Volumen final 25 ul 
 
 
3.1.2 Visualización de productos amplificados en geles de poliacrilamida. Los 
resultados de la migración en geles de poliacrilamida de las amplificaciones 
realizadas presentaron perfiles concisos para 12 de los 15 marcadores utilizados 
inicialmente, por esta razón, lograron seleccionarse doce iniciadores cuyos 
patrones fueron legibles y presentaron el menor número de datos perdidos. Para 
la visualización de los productos amplificados de los 12 microsatélites evaluados 
en cacao se modificó el tiempo de corrida de cada uno de ellos dependiendo del 
tamaño (pb) variando entre 40 minutos y 1 hora. La técnica mostró suficiente 
poder de resolución para revelar los diferentes patrones de bandas (alelos) 
presentes en las poblaciones evaluadas (Figura 8). 
 
 
Figura 8. Amplificados de ADN en gel de poliacrilamida al 4% 
 
 
 
 
3.2 DIVERSIDAD GENÉTICA 
  
La diversidad genética es de fundamental importancia en la continuidad de una 
especie, ya que proporciona la adaptación necesaria ante las condiciones 
prevalecientes en el ambiente, tanto de tipo biótico como abiótico y además, 
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permite el cambio en la composición genética para hacer frente a los cambios que 
se generen en ese hábitat. El primer estudio necesario para la supervivencia de 
una especie es el conocimiento del nivel de diversidad genética (Van Delden, 
1992). Esto se refiere a la determinación del número de alelos, alelos efectivos, 
loci polimórficos, heterocigosidad observada y esperada, arquitectura genética y la 
distribución espacial de las variantes genéticas.  
 
 
Número de Alelos  
 
 Alelos Nulos. En algunos individuos no se obtuvo la amplificación de los alelos 
después de varios intentos, aun realizando cambios en los parámetros del coctel 
de Reacción en Cadena de la Polimerasa [PCR], por tanto se sugiere que existen 
alelos nulos para esos individuos con determinados cebadores (Cuadro 2). Sin 
embargo, los mismos individuos si dieron productos de PCR para el resto de los 
microsatélites analizados.  
 
Se encontraron alelos nulos en ocho de los locus estudiados. La población que 
presentó la mayor cantidad de individuos con alelos nulos fue Tumaco seguida de 
la población de CORPOICA, con valores de 7 y 4, respectivamente. Los genotipos 
de FEDECACAO presentaron un alelo nulo (Cuadro 2). La presencia de alelos 
nulos podría deberse a mutaciones en las regiones flanqueantes de los 
microsatélites, donde se diseñan los “primers” para la amplificación por PCR, 
estas mismas impiden el alineamiento de los “primers” y por ende la amplificación 
del fragmento de ADN deseado (Rivera, 2009). 
 
Cuadro 3. Presencia de alelos nulos en las tres poblaciones estudiadas de cacao 
Theobroma cacao L. 
 
Marcador Tumaco Corpoica Fedecacao 
MTcCIR 3 1 1  
MTcCIR 7    
MTcCIR 11    
MTcCIR 12   1 
MTcCIR 15 1   
MTcCIR 25 1   
MTcCIR 26    
MTcCIR 30    
MTcCIR 33 2   
MTcCIR 37  1  
MTcCIR 40 1 2  
MTcCIR 58 1   
Total 7 4 1 
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 Alelos por Locus 
 
Se identificaron 85 alelos para los 12 locus estudiados, el número de alelos 
encontrados osciló entre un mínimo de 5 y un máximo de 9, con un promedio de 
6.8 alelos por locus en los 165 materiales de cacao evaluados. El cebador 
MTcCIR37 detectó 9 alelos, mientras que los cebadores que presentaron el menor 
número fueron MTcCIR25 y MTcCIR30 con 5 alelos cada uno (Cuadro 3).  
 
 
 Número de Alelos por población. Los genotipos de cacao colectados en las 
localidades de Tumaco y CORPOICA presentaron 78 alelos cada una, para un 
promedio de 6.5 alelos. La población de FEDECACAO obtuvo 76 alelos y un 
promedio de 6.33 (Cuadro 3).  
 
 
Loor et al, (2009) obtuvieron un promedio de 4,22 alelos/locus; Romero et al 
(2010) consiguieron un promedio de 5,7 alelos/locus, en poblaciones de cacao 
ecuatoriano. La diferencia entre estos resultados y los de la presente investigación 
se debe probablemente al tipo de población analizada en cada uno de los 
estudios, por ejemplo, en el primero se analizaron genotipos puros representantes 
de la variedad de cacao Nacional, lo cual supone una menor riqueza alélica ya que 
se disminuye la presencia de alelos foráneos provenientes de otros genotipos. 
 
 
 Alelos efectivos. El número de alelos efectivos hace referencia a los alelos con 
capacidad de pasar a la siguiente generación (Kimura y Crow, 1964) y resulta 
buen indicador de los marcadores que realizan aportes importantes a estudios de 
diversidad, en la medida que el valor de ENA se acerque al número de alelos 
encontrados.  
 
 
Los marcadores utilizados en este estudio presentaron valores de alelos efectivos 
ENA cercanos al número de alelos leídos para cada población, y la media de 
alelos efectivos para todos los locus fue de 4.14 (Cuadro 2). Según estos índices 
todos los marcadores fueron óptimos, sin embargo los mejores fueron MTcCIR58, 
MTcCIR33 y MTcCIR11. Por lo tanto, estos marcadores son recomendables para 
estudios de diversidad genética en esta especie. 
 
 
De los doce microsatélites evaluados el 75% mostró valores cercanos a los 
encontrados en cada una de las poblaciones evaluadas. MTcCIR58 obtuvo el valor 
más alto y el menor número de alelos identificados lo detectó MTcCIR3.  
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Cuadro 4. Número de alelos y alelos efectivos utilizando marcadores 
microsatélites en Theobroma cacao L. 
 
Marcador NA ENA 
MTcCIR 3 6 2,29 
MTcCIR 7 6 2,31 
MTcCIR 11 8 5,51 
MTcCIR 12 8 4,96 
MTcCIR 15 6 4,09 
MTcCIR 25 5 3,39 
MTcCIR 26 6 2,57 
MTcCIR 30 5 3,53 
MTcCIR 33 8 6,03 
MTcCIR 37 9 4,51 
MTcCIR 40 6 4,42 
MTcCIR 58 8 6,06 
NTA 81 
 NPA 6,75 4,14 
s.d 1,36 1,24 
 
Número de alelos (NA); Número total de alelos por marcador (NTA); Número promedio de 
alelos (NPA) y número efectivo de alelos (ENA) para los 15 marcadores microsatélites. 
 
 
La media general de alelos efectivos fue mayor para la población de Tumaco con 
un valor de 4.29 alelos, seguida de la población de CORPOICA con el 4.17 de 
alelos efectivos (Cuadro 4). 
 
 
Los cebadores MTcCIR33 y MTcCIR58 presentaron los valores más altos de 
alelos efectivos en las tres poblaciones estudiadas. El cebador MTcCIR11 
presentó el mayor valor de alelos efectivos tanto para la población de CORPOICA 
como para la de FEDECACAO con valores de 5.84 y 6.37 respectivamente. Los 
cebadores MTcCIR12, MTcCIR25 y MTcCIR40 presentaron valores altos de alelos 
efectivos solo para la población de Tumaco con 5.56, 4.19 y 5.033 
respectivamente (Cuadro 4).  
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Cuadro 5. Marcadores evaluados en tres poblaciones de Theobroma cacao L. 
 
Locus 
Poblaciones 
Tumaco Corpoica Fedecacao 
NA ENA NA ENA NA ENA 
MTcCIR 3 6 1.727 6 2.560 6 2.578 
MTcCIR 7 3 2.202 6 2.362 4 2.366 
MTcCIR 11 8 4.410 8 5.844 8 6.277 
MTcCIR 12 8 5.565 7 4.639 7 4.682 
MTcCIR 15 6 4.219 6 4.081 6 3.968 
MTcCIR 25 5 4.190 5 3.130 5 2.861 
MTcCIR 26 6 2.668 5 2.052 6 3.000 
MTcCIR 30 5 3.778 5 3.536 5 3.275 
MTcCIR 33 8 6.266 8 6.451 8 5.386 
MTcCIR 37 9 4.550 8 5.191 7 3.801 
MTcCIR 40 6 5.033 6 4.284 6 3.928 
MTcCIR 58 8 6.881 8 5.980 8 5.313 
Total 78  78  76  
Promedio 6.5 4.29 6.5 4.17 6.33 3.95 
d.s  1.558   1.48   1.23  
 
Número de alelos (NA) y número efectivo de alelos (ENA) para los 12 marcadores 
microsatélites en las tres poblaciones estudiadas. 
 
 
3.2.2 Contenido de Información Polimórfica (PIC). El PIC ha sido ampliamente 
usado como un índice del grado de información que ofrece un determinado sitio 
del genoma (Torres, 2008). Botstein y colaboradores (1980) lo catalogan como 
indicador de la calidad de un marcador en estudios de diversidad genética. Es muy 
usado en la actualidad para reflejar el polimorfismo detectado.  
 
 
El PIC promedio para todos los locus estudiados fue 0,71. El 67% de los 
cebadores utilizados se encuentra entre 0.70 – 0.80, mientras que el 25% oscila 
entre 0.50 – 0.60 y el 8% se encuentra entre 0.40 – 0.50 (Cuadro 5). El cebador 
MTcCIR33 presentó el valor más alto con 0,84 y el cebador MTcCIR3 el más bajo 
con un valor de 0.48 considerándose medianamente informativo (Cuadro 5). 
 
 
Romero et al, (2010) caracterizaron 41 plantas de cacao Theobroma cacao L., 
pertenecientes a cuatro cultivares diferentes con nueve pares de iniciadores 
microsatélites encontraron un valor PIC de 0,82 similar al encontrado en el 
presente trabajo de investigación; mientras que Efombagn et al, (2007) trabajaron 
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en su estudio con 13 marcadores SSR y 194 accesiones de cacao recolectadas en 
granjas del sur de Camerún y obtuvieron un valor PIC de 0,69.  
 
 
3.2.3 Heterocigosidad Observada y Esperada por locus. A menudo se dice 
que la variación en los genes es necesaria para permitirles a los organismos 
adaptarse a las cambiantes condiciones ambientales. Sin embargo, es la variación 
alélica la que es crítica. Nuevos alelos aparecen en las poblaciones por el proceso 
natural y aleatorio de las mutaciones. La frecuencia de aparición de un alelo 
cambia regularmente como resultado de mutaciones, deriva genética y selección. 
Cada individuo diploide tiene dos copias (dos alelos) de cada gen: uno heredado 
de cada progenitor. Dado que la población requiere de variación, la 
heterocigosidad medida a través de todos los genes puede ser utilizada como 
indicador de la cantidad de variabilidad genética que existe en ella (Rivera, 2009). 
 
 
Los valores promedios de Heterocigosidad observada para todos los locus fue de 
0.72 y para la Heterocigocidad esperada de 0.73. Lo que significa que existe alta 
diversidad genética, ya que la Ho es mayor que He, poniendo de manifiesto un 
mayor número de heterocigotos (Cuadro 5). Los cebadores MTcCIR58 y 
MTcCIR33 presentaron el valor promedio más alto en cuanto a Heterocigocidad 
esperada con 0.84; la heterocigocidad observada promedio para estos mismos 
marcadores fue de 0.93 y 0.76 respectivamente. Los cebadores MTcCIR3 y 
MTcCIR7 reportan los rangos más bajos en cuanto a Heterocigocidad esperada, 
con 0.554 y 0.573 respectivamente (Cuadro 5).  
 
 
Los resultados encontrados contrastan con lo reportado por Zhang et al (2009) 
quienes obtuvieron una media de 0.46 de heterocigosidad observada y 0.51 de 
heterocigosidad esperada debido a que encontraron altos niveles de 
consanguinidad, por lo tanto déficit de heterocigotos, posiblemente debido a que 
utilizaron clones de carácter internacional procedentes de CATIE y que están 
relacionados entre sí.  
 
 
El presente estudio encontró mayor diversidad genética posiblemente porque los 
materiales colectados provienen de diferentes zonas geográficas del país, fincas 
de productores en Tumaco (Nariño), Banco de germoplasma de CORPOICA 
(Palmira) y Granja Experimental Tierra dura de FEDECACAO; así como también 
por la naturaleza alógama de la especie. Otros valores similares fueron por 
reportados por Loor et al, (2009) quienes analizaron 322 plantas de cacao 
Nacional recolectadas en diferentes zonas geográficas ubicadas a lo largo de la 
Región Costera Ecuatoriana y determinaron que la estructura genética de las 
poblaciones modernas de cacao Nacional se caracterizan por presentar altos 
niveles de heterocigosidad y de diversidad genética. Además concuerda con lo 
53 
 
 
anteriormente expuesto por Rorer (1926) quien afirmó, que la sucesiva 
introducción de germoplasma foráneo que data desde finales de 1890, y el 
subsecuente flujo genético que tuvieron estas accesiones con las poblaciones 
nativas de cacao Nacional, produjeron altos niveles de diversidad genética dentro 
de las poblaciones de cacao. 
 
 
Cuadro 6. Variabilidad genética para doce loci microsatélites utilizados en tres 
poblaciones de Theobroma cacao L. 
 
MICROSATELITE He Ho PIC 
MTcCIR 3 0,55 0,36 0,48 
MTcCIR 7 0,57 0,16 0,51 
MTcCIR 11 0,82 0,72 0,80 
MTcCIR 12 0,81 0,84 0,81 
MTcCIR 15 0,76 0,84 0,78 
MTcCIR 25 0,71 0,95 0,73 
MTcCIR 26 0,61 0,76 0,57 
MTcCIR 30 0,72 0,61 0,69 
MTcCIR 33 0,84 0,69 0,84 
MTcCIR 37 0,78 0,85 0,79 
MTcCIR 40 0,78 0,97 0,75 
MTcCIR 58 0,84 0,91 0,83 
Promedio 0,73 0,72 0,71 
 
Heterocigosidad esperada (He), Heterocigosidad observada (Ho) y Contenido de 
Información Polimórfica (PIC). 
 
 
 Heterocigosidad observada y esperada por población. El cuadro 6 muestra 
que el mayor valor de heterocigosidad observada se encontró en la población de 
FEDECACAO (0.79), seguida de la población de Tumaco (0.71). La media general 
encontrada fue de 0.72. El valor de heterocigosidad esperada más alto fue para la 
población de CORPOICA con 0.74 y el más bajo para Tumaco con 0.73 (Cuadro 
6). Sin embargo las tres poblaciones presentan un rango que oscila entre 0.70 – 
075. Estos valores sugieren que existe una amplia diversidad genética y 
concuerda con lo realizado por Londoño et al, (2011) quienes evaluaron clones de 
cacao provenientes de la granja Lucker, donde encontraron un promedio de 
heterocigosidad observada de 0.58 y heterocigosidad esperada de 0.69; y 
consideran que a pesar de ser plantas propagadas clonalmente y de utilización 
comercial, se encuentra dentro de ellas un nivel de diversidad importante que 
podría ser explotado favorablemente para futuros programas de fitomejoramiento 
en esta especie.  
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Zhang et al, (2007) en su estudio con accesiones originarias de haciendas 
productoras de cacao refractario de Ecuador (derivada de tres diferentes orígenes: 
Nacional de Ecuador, Trinitario de Trinidad y Forastero del Alto Amazonas de 
Perú), encontraron una media de 0.56 de Heterocigosidad esperada y 0.51 de 
Heterocigosidad observada. En el presente estudio, la diversidad genética es 
mayor, ya que son accesiones que han respondido favorablemente al medio en 
que se desarrollan. Bartley (2005), explica que debido a los procesos de 
introducción descontrolados se ha creado una amplia gama de genotipos 
recombinantes que han sido ampliamente diseminados y gran parte de las 
poblaciones actuales de cacao, seguramente, consisten en híbridos con las 
variedades más importantes en cada país y sus descendientes. Lerceteau et al, 
(1997), Crouzillat et al, (2000) y Loor et al, (2009), coinciden en que el cacao 
Nacional del Ecuador se define como un complejo con un gran rango de genotipos 
debido a la histórica contribución de variedades foráneas, situación que se 
asemeja a los resultados de diversidad genética encontrados en la presente 
investigación para las tres poblaciones estudiadas. Además, en el caso de la 
población de Tumaco e inclusive en las poblaciones de CORPOICA y 
FEDECACAO, la información acerca de los procesos de introducción de material 
foráneo realizados desde 1890, es escasa, confusa, y se agudiza por la 
inexistente información acerca del material genético que fue usado por los 
agricultores para conformar sus actuales fincas. 
 
 
Cuadro 7. Índices de diversidad genética en Theobroma sp., con base en 
microsatélites 
 
Localidad 
No 
materiales 
 Ho He F 
Tumaco 93 
Promedio  0,71 0, 730 0,042 
d.s 0.266 0,131 0,088 
Corpoica 30 
Promedio  0,68 0,738 0,086 
d.s 0.266 0,111 0,087 
Fedecacao 
Miranda 
42 
Promedio  0,79 0,732 -0,073 
d.s 0.25 0,085 0,099 
 
Heterocigosidad observada (Ho), Heterocigosidad esperada (He); Índice de fijación (F). 
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3.2.4 Índices de fijación por locus. Los índices de fijación indican una primera 
aproximación acerca de la diferenciación genética de las poblaciones en estudio. 
Inicialmente se hace un ensayo por marcadores para detectar cuáles de ellos son 
más sensibles a dicha diferenciación. El valor FIS debe ser lo más aproximado 
posible a 0 cuando las poblaciones son homogéneas y el muestreo está bien 
hecho. Independientemente de ello es posible que alguno de los marcadores 
presente un fuerte desequilibrio y se aleje de 0. La causa más habitual, cuando el 
resto se encuentra próximo a 0, puede ser desde un problema técnico de 
tipificación por la presencia de alelos nulos o inconsistencia en la denominación 
alélica hasta algún tipo de asociación de dicho marcador con algún carácter de 
selección. En este caso, el promedio de FIS para los 12 marcadores tiene un valor 
inferior al 7% demostrando la idoneidad de los mismos para este tipo de estudios. 
El valor promedio del índice de fijación (FST), permite determinar la similitud de los 
alelos entre los individuos de una población, para esta investigación fue de 
0.035% lo que indica mínimos niveles de diferenciación genética entre las 
poblaciones (Cuadro 8). 
 
 
En el cuadro 8 se observa que el valor del número medio de migrantes por 
generación Nm es mayor de 4, por tanto, el conjunto de poblaciones estudiadas se 
comportan como si fuera una gran población debido a que el flujo génico entre 
ellas ha sido abundante, lo que explica los resultados obtenidos mediante otros 
análisis, como el valor bajo de FST y las bajas distancias genéticas entre las 
poblaciones como se podrá observar más adelante. Bartley (2005) señala que las 
altas variabilidades observadas se atribuyen a la diferenciación genética que 
tenían las primeras introducciones de cacao, y la posterior introducción de nuevos 
materiales en la década de 1950 para su utilización en programas de 
mejoramiento. Efombang et al, (2008) señalan también que el flujo genético dentro 
de las poblaciones de cacao podrían deberse tanto a la hibridación (en jardines 
clonales o Bancos de germoplasma) como a la recombinación en los lotes de 
producción de los agricultores, dado que estos tienden a utilizar las semillas de 
polinización abierta emitidas en su plantaciones para sembrar nuevos plantíos 
(reemplazo de los árboles de cacao muertos, extensión o creación de nuevas 
fincas). 
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Cuadro 8. Variación y diferenciación genética de tres poblaciones de Theobroma 
cacao L., usando doce loci de microsatélites 
 
Locus Fis Fit Fst Nm* 
MTcCIR 3 0.2388 0.2639 0.0330 7.3276 
MTcCIR 7 0.7530 0.7602 0.0291 8.3264 
MTcCIR 11 0.0216 0.0509 0.0300 8.0957 
MTcCIR 12 -0.0336 0.0043 0.0366 6.5713 
MTcCIR 15 -0.0769 -0.0088 0.0632 3.7046 
MTcCIR 25 -0.3600 -0.2714 0.0651 3.5885 
MTcCIR 26 -0.1726 -0.1163 0.0480 4.9555 
MTcCIR 30 0.1944 0.2125 0.0224 10.8987 
MTcCIR 33 0.0856 0.1099 0.0266 9.1577 
MTcCIR 37 -0.1004 -0.0475 0.0482 4.9417 
MTcCIR 40 -0.2509 -0.2371 0.0111 22.2856 
MTcCIR 58 -0.1150 -0.0997 0.0137 18.0433 
Promedio -0.0057 0.0301 0.0355 6.7892 
* Nm = Gene flow estimated from Fst = 0.25(1 - Fst)/Fst. 
 
 
 Índices de fijación Fis por poblaciones. El valor promedio del coeficiente de 
cruzamiento (inbreeding coefficient) (FIS) que mide la correlación de alelos dentro 
de los individuos que conforman una población, se ubicó en 0.002, lo cual sugiere 
que los individuos de las tres poblaciones analizadas presentan niveles altos de 
heterocigosidad (Cuadro 8). Por otra parte, el valor promedio del índice de fijación 
(FST), permite determinar la similitud de los alelos entre los individuos de una 
población fue de 0.0355 (cercano a cero) muestra que la diferenciación genética 
entre las poblaciones estudiadas, es prácticamente nula (Cuadro 8). Similares 
resultados han sido obtenidos por Sereno et al (2006) y por Zhang et al (2006) 
quienes analizaron la diversidad genética de poblaciones de cacao Forastero 
procedentes de Brasil y de Perú respectivamente, sugiriendo que la diferenciación 
genética entre los individuos de las poblaciones estudiadas era baja, con valores 
comprendidos entre 0.018 para Brasil y 0.055 para Perú. Los autores 
determinaron además que los valores promedio FIS de 0.318 para las poblaciones 
de Brasil y de 0, 234 para las de Perú, confirmaban la hipótesis planteada al inicio 
de sus respectivos estudios, la cual enunciaba que “los individuos de las distintas 
poblaciones de cacao Forastero presentan altos niveles de polimorfismo”. 
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Cuadro 9. Estructura genética de tres poblaciones de cacao Theobroma cacao 
 
Población 
FST 
Tumaco Corpoica Fedecacao 
Tumaco 0.00000   
Corpoica 0.05224 0.00000  
Fedecacao 0.06305 0.00736 0.00000 
 
 
3.3 ESTRUCTURA GENÉTICA 
 
 
Las poblaciones naturales de organismos muestran casi siempre diferencias de 
frecuencias génicas y genotípicas en el espacio geográfico. Si esas diferencias 
llegan al extremo de ser significativas y las sub-poblaciones no intercambian 
genes (en forma de migrantes, o granos de polen que fecunden a individuos de 
otras sub-poblaciones), entonces cada una de ellas evolucionaría 
independientemente y con el tiempo daría lugar a nuevas especies. Por este 
motivo, verificar la existencia de estructura genética poblacional es importante 
porque en ese caso las poblaciones pueden diversificar y diferenciarse 
genéticamente (Rivera, 2009). 
 
 
3.3.1 Análisis Molecular de Varianza (AMOVA). Este análisis fue usado para 
verificar el porcentaje de la variación que es atribuible a la variación entre 
poblaciones, dentro de las poblaciones y la variación individual dentro cada 
población. Los resultados del AMOVA (Cuadro 10) indicaron que el mayor 
porcentaje de variación corresponde a diferencias propias de los individuos 
(94.74%) seguido por la variación encontrada entre las poblaciones (5.08%). La 
variación de individuos dentro de las poblaciones fue de 0.18, considerándose no 
significativa y por lo tanto, permite concluir que no existió variación individual 
dentro de cada población formada. Los resultados obtenidos están de acuerdo a lo 
reportado en estudios por Zhang et al, (2009) quienes realizaron un estudio para 
caracterizar una colección de Cacao internacional de Costa Rica; donde 
encontraron datos similares a los de este estudio en cuanto a AMOVA, 15.4% 
diferencia entre grupos y 84.6% diferencia dentro de los grupos, considerando 
como principal causa el mal etiquetado de árboles y las diferencias que existen del 
cacao nacional y los introducidos.  
 
 
Zhang et al, (2007) realizaron un estudio para determinar la variación en la 
estructura genética del cacao Ecuatoriano, reportando una variación dentro de los 
grupos de 76% y 24% entre grupos; esto sugiere que se debe a la paternidad 
común de los arboles nacionales ecuatorianos que han contribuido a la formación 
del Refractario, compartiendo antecedentes genéticos similares. En este caso, la 
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variación del 94.75% encontrada dentro de cada población, estaría dada por la 
variabilidad genética existente entre los tres grupos genéticos de cacao 
predominantes (Criollo, Forastero y Trinitario) independientemente de su sitio de 
origen y a las características propias de cada individuo que conforma cada 
población. Según Silvertown y Charlesworth (2001), la naturaleza endémica de un 
cultivo provoca baja variación entre grupos. Por tanto, para Cacao este resultado 
demuestra la existencia de poblaciones aisladas y que la baja variación entre las 
mismas se debe a la naturaleza de este cultivo, que es propio de América Central 
y del Sur. 
 
 
Cuadro 10. Análisis Molecular de Varianza para Theobroma cacao L. 
 
Fuente de 
variación 
d.f 
Suma de 
cuadrados 
Componentes 
de varianza 
Porcentaje 
de 
variación 
Entre 
poblaciones 
2 53.483 0.23219 Va 5.08 
Entre 
individuos 
dentro de las 
poblaciones 
162 704.654 0.00819 Vb 0.18 
Dentro de los 
individuos 
165 715.000 4.33333 Vc 94.74 
Total 329 1473.136 4.57371  
 
 
3.3.2 Distancia genética. El cálculo de las distancias genéticas entre las 
poblaciones a partir de marcadores moleculares, permitió dar una estimación 
relativa del tiempo que ha transcurrido desde que las poblaciones se han 
establecido. Se prevé, que si la estimación de la distancia entre las muestras es 
baja, es decir, un valor cercano a cero, las muestras solo están separadas desde 
periodos cortos de tiempo, y valores de distancia cercanos a uno señalan una 
mayor diferenciación genética entre las muestras analizadas. Cuando dos 
poblaciones están genéticamente aisladas, la mutación y la deriva genética son 
las que proveen la diferenciación en las frecuencias alélicas de los locus 
selectivamente neutros. Es decir, que a medida que el tiempo de divergencia entre 
dos poblaciones aumenta, la diferencia en las frecuencias alélicas también tiende 
a aumentar (Felsenstein, 2004). 
 
 
Se encontraron valores bajos de distancias genéticas entre las poblaciones 
estudiadas. Sin embargo como muestra el cuadro 11, la población de Tumaco se 
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diferencia de las poblaciones de CORPOICA y FEDECACAO con valores de 0.19 
y 0.22 respectivamente. Igualmente se puede observar que entre estas últimas 
existe el menor valor con 0.06. Si a menor distancia hay mayor identidad genética, 
basándose en los valores obtenidos se determinaría que las poblaciones 
estudiadas son bastante similares entre sí.  
 
 
Cuadro 11. Distancia genética de Nei`s (1972) para las poblaciones estudiadas de 
cacao 
 
Nei`s (1972/1978) 
Poblaciones 
comparadas 
Distancia 
Genética 
Identidad 
Genética 
Tumaco vs Corpoica 0,19 0,82 
Tumaco vs Fedecacao 0,21 0,80 
Corpoica vs Fedecacao 0,06 0,94 
 
 
3.3.3 Agrupamiento de las poblaciones. Este análisis permite la asociación de 
individuos en agrupaciones naturales, los cuales provienen de un conjunto de 
individuos, razas o variedades. Coloca conjuntos de individuos en grupos 
exhaustivos y mutuamente excluyentes, de tal forma que se puedan hacer 
inferencias estadísticas de semejanza o diferencias en y entre los grupos 
determinados por el análisis. Mediante los dendogramas se reconocen primero los 
grandes grupos, originados a niveles bajos de similitud; luego estos son separados 
en subgrupos, conjuntos y subconjuntos hasta llegar a los núcleos que 
representan la máxima similitud (Martínez, 1995). 
 
 
El dendograma  (Figura 9) generado a partir de los datos obtenidos con los doce 
pares de iniciadores microsatélites confirmó la similitud genética existente entre 
las tres poblaciones de cacao analizadas, observándose por tanto, que los 
materiales de cacao, están agrupados en un solo clúster. El cluster muestra 
valores bajos para las distancias genéticas entre las poblaciones estudiadas, 
notándose que la población de Tumaco se diferencia de las poblaciones de 
Corpoica y Fedecacao (distancia genética de Nei´s de 0,21), mientras que las 
distancias genéticas entre las poblaciones de Fedecacao y Corpoica son mínimas 
(distancia genética de Nei´s de 0,06). Estos resultados coinciden con los análisis 
de diversidad y estructura genética, confirmando que las poblaciones estudiadas 
son similares genéticamente, posiblemente porque hacen parte de bancos de 
germoplasma y contienen materiales genéticos de igual procedencia. 
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Figura 9. Dendograma basado en Nei's (1972) utilizando el método UPGMA 
 
 
 
 
 
 
Resultados similares fueron reportados por Romero et al. (2010) con plantas de 
cacao pertenecientes a cuatro cultivares diferentes y conservadas como 
colecciones ex situ en la Región Amazónica del Ecuador, el análisis del clúster 
jerárquico permitió confirmar la afinidad genética existente entre las 41 plantas 
analizadas y el grupo de cacao Nacional ecuatoriano, sugiriendo que las diferentes 
poblaciones de cacao Nacional están genéticamente emparentadas tanto con los 
grupos Criollos y Forasteros; igualmente, la estructura genética se caracterizó por 
presentar altos niveles de heterocigosidad dentro de los individuos de un mismo 
grupo y por mostrar bajos niveles de diferenciación genética entre poblaciones. 
Resultados que se asemejan a la presenta investigación, donde no hay grandes 
diferencias genéticas entre las poblaciones pero si existe alta variabilidad entre los 
individuos que las conforman. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
99% 
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4. CONCLUSIONES 
 
 
Se estableció una colección de ADN de Theobroma cacao L., en el Laboratorio de 
Biología Molecular de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Palmira con las 
165 muestras colectadas de la región de Tumaco (Nariño), CORPOICA (Palmira) y 
FEDECACAO (Miranda), la cual se encuentra almacenada a -50°C. 
 
 
Los marcadores fueron altamente discriminantes, informativos y representativos 
para la especie. Los promedios de heterocigosidad esperada (He) y observada 
(Ho) indican alta variabilidad genética y alta tasa de heterocigotos en las tres 
poblaciones analizadas.  
 
 
El estudio mostró que existe alta diversidad genética para los doce locus utilizados 
en las tres poblaciones estudiadas; los cebadores MTcCIR33 y MTcCIR58 
presentaron los índices de diversidad más altos, mayor variabilidad genética y 
mayor poder discriminante. El PIC más alto lo detectó el cebador MTcCIR33 y el 
más bajo el cebador MTcCIR3.  
 
 
La caracterización molecular a través del análisis de ADN, corrobora la riqueza de 
la diversidad y variabilidad genética de las muestras de cacao colectadas en las 
tres zonas de estudio analizadas. 
 
 
Los índices de fijación utilizados señalan mínimos niveles de diferenciación 
genética entre las poblaciones y el promedio del flujo genético indica que existe un 
elevado intercambio de genes.  
 
 
El análisis del clúster jerárquico utilizando agrupamiento UPGMA permitió 
confirmar la similitud genética existente entre las poblaciones. Sin embargo, 
generó dos grupos, el primero compuesto por las poblaciones de Corpoica y 
Fedecacao, y el segundo por la población de Tumaco. 
 
 
Los valores de distancia genética que existen entre las tres poblaciones 
analizadas sugieren un escenario en el cual se representa una gran población con 
diferenciación geográfica.  
 
 
La introducción de material genético al país desde hace muchos años, sumada a 
la infiltración de genes foráneos hacia el material nativo, la migración de genotipos 
62 
 
 
por la actividad antrópica, la selección consiente aunque todavía incipiente de 
árboles superiores por parte del agricultor, entre otros, ha posibilitado la 
generación de una gran riqueza génica que aún no ha sido convenientemente 
aprovechada en programas de mejoramiento genético. 
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5. RECOMENDACIONES 
 
 
El presente estudio como fuente preliminar del estudio de la diversidad genética 
que existe en Tumaco (Nariño) permitiría destacar esta área geográfica como 
potencial para futuros proyectos de mejoramiento.  
 
 
La alta diversidad genética encontrada en cacao, hace necesario ampliar los sitios 
de muestreo, con el fin de identificar materiales promisorios que sustenten 
programas de mejoramiento genético; seleccionando características de interés y  
establecerlos en los bancos nacionales de germoplasma de Cacao. 
 
 
Es imprescindible realizar más estudios genéticos y trabajar con un mayor número 
de marcadores microsatélites que permitan mayor cobertura del genoma y así 
poder identificar materiales que posean alelos de interés, tales como resistencia a 
enfermedades e insectos plaga, seleccionarlos y evaluarlos (tanto 
productivamente como en calidad de grano) para que a futuro puedan ser 
utilizados como eslabón importante en la obtención de un clon eficiente para los 
productores. 
 
 
Establecer un sistema de coordinación y monitoreo de los recursos genéticos del 
cacao en el país, con el fin de conseguir recursos económicos provenientes de la 
cooperación técnica internacional que apoyen su conservación y potenciación a 
corto y mediano plazo.  
 
  
Establecer un programa de investigación a nivel nacional que permita estudiar el 
comportamiento de diferentes clones y/o híbridos promisorios, en las diferentes 
zonas (ambientes) de las regiones cacaoteras del país. 
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Anexo A. Materiales de cacao colectado 
 
TUMACO 
CORPOICA - 
PALMIRA 
No Código No Código No Código 
1 1 - Isla Grande 48 105 – Iscuande 94 CAP34 
2 3 - Isla Grande 49 109 – Iscuande 95 Catongo 
3 4 - Isla Grande 50 110 - Isla Grande 96 CCN-51 
4 5 - Isla Grande 51 111 - Quebrada Arriba 97 Copoazú 
5 6 - Isla Grande 52 112 - Quebrada Arriba 98 EET 8 
6 7 - Isla Grande 53 113 - Quebrada Arriba 99 Herrania 
7 8 - Carretera Rosario 54 114 – Pácora 100 ICS 1 
8 9 - Carretera Rosario 55 CCN51 - Piñal Dulce 101 ICS 6 
9 10 -Carretera Rosario 56 CCN 51–Corpoica Tumaco 102 ICS 39 
10 13 - Monte Bonito 57 CR01 - La Lomita 103 ICS 40 
11 14 - Piñal Dulce 58 CR02 - La Lomita 104 ICS 60 
12 21 - La Sirena 59 CR04 – Nerete 105 ICS 95 
13 22 - La Sirena 60 CR05 – Nerete 106 IMC 67 
14 23 - La Sirena 61 CR06 – Nerete 107 La Marina 
15 24 - La Sirena 62 CR08 – Nerete 108 P. Huila. 
16 30 – Pácora 63 CR09 – Nerete 109 P7 
17 31 – Pácora 64 CR10 – Nerete 110 PA 46 
18 32 – Pácora 65 CR11 – Nerete 111 PA-121 
19 33 – Pácora 66 CR12 – Nerete 112 Pentagono R 
20 35 – Pácora 67 CR13 – Nerete 113 SC 5 
21 42 - La Ceiba 68 CR14 - Zona Carretera 114 SC 6 
22 47 - Bella Vista 69 CR15 - Piñal Dulce 115 SCA 6 
23 54 – Guayabo 70 CR16 - Piñal Dulce 116 SPA 9 
24 60 - Isla Grande 71 CR17 - Zona Carretera 117 T. Bicolor 
25 61 - Isla Grande 72 CR18 - Zona Carretera 118 TSA 644 
26 62 - Isla Grande 73 CR19 - Zona Carretera 119 TSA 654 
27 63 - Isla Grande 74 CR20 - Zona Carretera 120 TSH 565 
28 69 - Monte Bonito 75 CR21 - Zona Carretera 121 TSHN792 
29 70 - Monte Bonito 76 CR22 - Zona Carretera 122 Tumaco2 
30 71 - Monte Bonito 77 CR23 - Isla Grande 123 UF613 
31 73 - Quebrada Arriba 78 CR24 - Isla Grande 
 
32 74 – Nerete 79 CR25 - La Ceiba 
33 75- Nerete 80 CR26 - La Ceiba 
34 76 – Nerete 81 CR27 - La Ceiba 
35 77 – Nerete 82 CR28 - La Ceiba 
36 78 - Nerete 83 CR29 – Palambí 
37 82 - Quebrada Arriba 84 CR3 - Quebrada Arriba 
38 85 - Isla Grande 85 CR30 – Pácora 
39 89 - Isla Grande 86 CR31 – Guayabo 
40 91 - La Lomita 87 CR32 - Bella Vista 
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41 92 - La Lomita 88 ICS 60 - Corpoica Tumaco 
42 93 - La Lomita 89 ICS 95 - Corpoica Tumaco 
43 95 -Carretera Rosario 90 IMC 67 - Corpoica Tumaco 
44 96 - Piñal Dulce 91 Regional - Monte Bonito 
45 97 - Piñal Dulce 92 TSH 561 - Quebrada Arriba 
46 98 - Piñal Dulce 
93 TSH 561-Corpoica Tumaco 
47 99 – Mascarey 
PADILLA – FEDECACAO 
No Código No Código No Código 
124 ICS-60 138 FEAR-138 152 Venezuela 2 
125 IMC-67 139 FLE-2 153 R-117 
126 CCN-51 140 FSA-13 154 Catongo 
127 FLE 3 141 FTA-2 155 UF 650 
128 ICS-95 142 FSA-12 156 Luker 40 
129 TSH-565 143 FSA-11 157 Florida 303 
130 SCC-61 144 FBO-1 158 PA- 150 
131 ICS-39 145 FEC-2 159 R-30 
132 ICS 1 146 Copoazú 160 Choao 
133 EET-96 147 CAU-39 161 CAU 37 
134 ICS-6 148 CAP-34 162 TSH-812 
135 FSV-155 149 PA-121 163 Matina 
136 FSV-41 150 Sopetran-12 164 R3 
137 EET-8 151 Florida 302 165 R-41 
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Anexo B. Características generales de los microsatélites evaluados 
 
Iniciador 
Forward 
Reverse (Secuencia) 5’ – 3’ 
Tamaño de 
Alelos (pb) 
Na Cr Ta (°C) Motif. 
MTcCIR 3 
F: CAT CCC AGT ATC TCA TCC ATT CA 
R: CTG CTC ATT TCT TTC ATA TCA 
206 – 247 6-15 2 53 (CT)20 (TA)21 
MTcCIR 7 
F: ATG CGA ATG ACA ACT GGT 
R: GCT TTC AGT CCT TTG CTT 
148-163 6-11 7 51 (GA)11 
MTcCIR 11 
F: TTT GGT GAT TAT TAG CAG 
R: GAT TCG ATT TGA TGT GAG 
288 – 317 11-14 2 50 (TC)13 
MTcCIR 12 
F: TCT GAC CCC AAA CCT GTA 
R: ATT CCA GTT AAA GCA CAT 
188 – 251 5-10 4 54 (CATA)4N18 (TG)6 
MTcCIR 15 
F: CAG CCG CCT CTT GTT AG 
R: TAT TTG GGA TTC TTG ATG 
221-256 7-11 1 52 (TC)19 
MTcCIR 25 
F: CTT CGT AGT GAA TGT AGG AG 
R: TTA GGT AGG TAG GGT TAT CT 
150 – 185 13 6 54 (CT)21 
MTcCIR 26 
F: GCA TTC ATC AAT ACA TTC 
R: GCA CTC AAA GTT CAT ACT AC 
282 – 307 5-10 8 54 
(TC)9C(CT)4TT(CT)10 
MTcCIR 30 
F: TGAAGATCCTACTGTTGAG 
R: TGATAATAACTGCTTAGTGG 
178–192 6 9 56 (CA)11 
MTcCIR 33 
F: TGG GTT GAA GAT TTG GT 
R: CAA CAA TGA AAA TAG GCA 
264 – 346 6-10 4 53 (TG)11 
MTcCIR 37 
F: CTG GGT GCT GAT AGA TAA 
R: AAT ACC CTC CAC ACA AAT 
133–185 6-12 10 54 (GT)15 
MTcCIR 40 
F: AAT CCG ACA GTC TTT AAT C 
R: CCT AGG CCA GAG AAT TGA 
259-284 9 3 55 (AC)15 
MTcCIR 58 
F: TTTTTGGTGATGGAACTAT 
R: TGGTTAAGCAACACTAAACT 
254–274 8 9 52 (GT)40 
Na: número de alelos; Cr: cromosoma, Ta: temperatura de annealing. Motif: Motivo repetido  
 
Fuente: Lanaud et al (1999) 
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